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กิตติกรรมประกาศ 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จไปไดดวยดีดวยความชวยเหลืออยางยิ่งของอาจารย ดร.

ปาหนัน เริงสําราญ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ และผูชวยศาสตราจารย ดร. อรฤทัย ภิญญาคง 

อาจารยที่ปรึกษารวมวิทยานิพนธที่ไดใหความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆ ตลอดจนตรวจ

แกไขตนฉบับวิทยานิพนธ ซึ่งผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณอยางสูงไว ณ ที่นี้ดวย 

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.สุเทพ ธนียวัน ที่กรุณารับเปน

ประธานกรรมการในการสอบ ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยตลอดระยะเวลา

การศึกษา 

ขอกราบขอบพระคุณอาจารย ดร.เอกวัล ลือพรอมชัย ที่กรุณารับเปนกรรมการใน

การสอบ ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยตลอดระยะเวลาการศึกษา 

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.ปรีชา ภูวไพรศิริศาล ที่กรุณาชวย

วิเคราะห NMR spectroscopy ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัย 

ขอขอบคุณโครงการแหงชาติดานสิ่งแวดลอมและของเสียอันตรายที่อํานวยใหใช

เครื่อง GC-MS ในงานวิจัย 

กราบขอบพระคุณอาจารยทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยาที่กรุณาใหความรู และ

คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัย 

ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทาน ตลอดจนพี่ๆ เพื่อนๆ และ

นองๆ ทุกคนที่ใหความชวยเหลือและใหกําลังใจที่ดีเสมอมา 

สุดทายขอกราบขอบพระคุณคุณพอตระกูลเพิ่ม คุณแมชะบา จักรเพชร และ    

คุณปยบุตร วิเชียรเพริศ ที่ใหการสนับสนุนและความชวยเหลือ ตลอดจนความรัก ความหวงใย 

และกําลังใจแกผูวิจัยตลอดมา 
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ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน..... 
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บทที่  1 

บทนํา 

 จากอดีตถึงปจจุบันประชากรโลกมีอัตราการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและตอเนื่อง เปนผลใหมี

ความตองการใชทรัพยากรเพิ่มมากขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่กําลังพัฒนาและประเทศที่

พัฒนาแลว ไดมีการเพิ่มกําลังการผลิตทางอุตสาหกรรมเพื่อใหเพียงพอตอการอุปโภคบริโภคของ

มนุษย ดวยเหตุดังกลาวนี้ทําใหปริมาณของเสียตางๆ ที่เกิดจากอุตสาหกรรมมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น 

และเกินระดับที่ธรรมชาติจะสามารถฟนฟูตัวเองได ทําใหเกิดภาวะมลพิษซึ่งในทายที่สุดปญหา

ดังกลาวก็จะสงผลยอนกลับมาสูตัวมนุษยเองไมทางตรงก็ทางออม จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมี

การปองกัน และแกไขปญหาทางมลพิษที่เกิดขึ้นอยางจริงจัง  

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbon) หรือพีเอเอช 

(PAHs) เปนสารอันตรายที่ถือวาเปนภัยรายแอบแฝงตอมนุษยอีกรูปแบบหนึ่งเนื่องจากผูคนสวน

ใหญยังไมทราบถึงพิษภัยและที่มาของสารพิษชนิดนี้ โดยพีเอเอชเปนสารอินทรียที่มีโครงสราง

ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 2 วงเชื่อมตอกัน เนื่องจากเปนสารที่ไมมีขั้วและไมคอยละลายน้ําจึง

จํากัดกิจกรรมการยอยสลายโดยทางชีวภาพ (bioavailable) พีเอเอชถูกแบงออกเปน 2 กลุมตาม

น้ําหนักโมเลกุลคือ พีเอเอชที่มีมวลโมเลกุลต่ําซึ่งมีวงเบนซีนนอยกวา 4 วง เชน ฟแนนทรีน และ 

ฟลูออรีน และพีเอเอชที่มีมวลโมเลกุลสูงซึ่งมีวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป เชน ไพรีน และ        

ฟลูออแรนธีน ซึ่งแหลงกําเนิดพีเอเอชจะแบงออกเปน 2 แหลงคือ แหลงกําเนิดตามธรรมชาติ ไดแก 

ทรัพยากรธรรมชาติ (น้ํามันปโตรเลียม และถานหิน) และปรากฏการณธรรมชาติ (ไฟปา และภูเขา

ไฟระเบิด) สวนแหลงที่ 2 คือ แหลงกําเนิดจากกิจกรรมของมนุษยไดแก ควันจากทอไอเสียของ

รถยนตที่ใชเชื้อเพลิงฟอสซิล ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรมปโตรเลียมและ

อุตสาหกรรมการผลิตส ีเปนตน (CEPA, 1994; กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

 พีเอเอชสามารถสะสมอยูในสิ่งแวดลอมไดหลายแหลงโดยมีอากาศเปนตัวกลางสําคัญใน

การเคลื่อนยายไปสูแหลงตางๆ และพบวาพีเอเอชสะสมอยูมากในดินและน้ําใตดินเนื่องจาก        

พีเอเอชที่สะสมอยูในตัวกลางเหลานี้จะมีคาครึ่งชีวิตที่สูงมากโดยเฉพาะพีเอเอชที่ยึดเกาะอยูกับ

อนุภาคของดินจะกําจัดไดยากมาก พีเอเอชมีสมบัติในการกอมะเร็งและเปนสารกอใหเกิดการ

กลายพันธุทั้งในมนุษยและสัตว การบําบัดความปนเปอนของพีเอเอชมีหลายวิธี ไดแก การบําบัด

โดยวิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี และวิธีทางชีวภาพ ถึงแมการบําบัดโดยวิธีทางกายภาพและวิธี

ทางเคมี จะเปนวิธีที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพแตก็มีขอเสียคือ ตนทุนในการจัดซื้ออุปกรณมีราคา
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สูง และในระหวางการดําเนินการก็มีคาใชจายที่มาก นอกจากนี้การยอยสลายที่ไมสมบูรณอาจ

กอใหเกิดความเปนพิษที่มากขึ้นอีกดวย การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกที่จะ

นํามาใชบําบัดพีเอเอช โดยเมื่อเทียบระหวางสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่มีการนํามาใชบาํบัด ไดแก สาหราย 

แบคทีเรีย พืช และรา พบวารามีความสามารถในการยอยสลายพีเอเอชขนาดใหญไดดีกวา

ส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นๆ เนื่องมาจากเอนไซมในกลุม ligninolytic ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส (lignin 

peroxidase) แมงกานีสเพอรออกซิเดส (manganese peroxidase) และแลคเคส (laccase) ที่รา

ผลิตออกมานอกเซลลมีความจําเพาะตอซับเสตรทต่ํา และเสนใยของราที่มีการยืดยาวทําให

สามารถเขาถึงพีเอเอชที่ถูกดูดซับอยูกับอนุภาคของดินไดดี นอกจากนี้รายังสามารถสลายพีเอเอช

ไดจนสมบูรณ  และจากการที่ราปลอยเอนไซมออกมายอยพีเอเอชโดยที่ไมไดนําเขาไปยอยในเซลล

แบบสิ่งมีชีวิตอื่น เชน แบคทีเรีย ทําใหราสามารถที่จะทนอยูในบริเวณที่มีความเขนขนของพีเอเอช

สูงไดดีกวาสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นอีกดวย (Cerniglia, 1997) 

 เมื่อแบงราตามการผลิตเอนไซมสามารถจําแนกราไดเปน 2 กลุม ไดแก ligninolytic fungi 

ที่สามารถผลิตเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  แมงกานีสเพอรออกซิเดส และ/หรือแลคเคสได ราใน

กลุม ligninolytic fungi นี้พบอยูในคลาส Basidiomycetes ราอีกกลุมหนึ่งคือพวก non-

ligninolytic fungi เปนรากลุมที่ไมสามารถผลิตเอนไซม lignin peroxidase ได ราในกลุม non-

ligninolytic fungi นี้พบอยูในทุกคลาสยกเวน คลาส Basidiomycetes (Cerniglia และ 

Sutherland, 2001) 

เมื่อแบงราตามลักษณะการยอยสลายลิกนินในเนื้อไมสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม 

ไดแก ราไวทรอทสามารถยอยสลายลิกนินไดดีโดยจะพบเนื้อไมที่ถูกยอยมีสีขาวเนื่องจากเปนสี

ของเซลลูโลสที่เหลืออยู ในขณะที่ราบราวดรอทและราซอฟตรอทสามารถยอยสลายลิกนินได

เล็กนอยจะพบเนื้อไมที่ถูกยอยเปนสีน้ําตาลเนื่องจากเปนสีของลิกนินที่เหลืออยู งานวิจัยหลายงาน

ไดแสดงวาราที่สามารถยอยสลายลิกนินในเนื้อไมไดสามารถที่จะยอยสลายพีเอเอชไดดวย และรา

ที่มีรายงานวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชไดดีที่สุดเปนราในกลุมไวทรอท ซึ่งพบ

สวนมากเปนเห็ดที่เจริญบนไม ไดแก Phanerocheate spp.  Plurotus spp. และ Trametes spp. 

เปนตน (Cerniglia, 1993; กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  

จากรายงานสถานการณความปนเปอนของพีเอเอชในประเทศไทย เชน ในงานวิจัยของ 

Wattayakorn (2003), Oanh และคณะ (2000) และ Norramit และคณะ (2005) ไดแสดงถึงการ

ปนเปอนของพีเอเอชในอากาศและน้ําโดย Wattayakorn (2003) พบพีเอเอชปนเปอนในแมน้ํา
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เจาพระยาหลายชนิด ไดแก แนพธาลีน อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และ     

แอนทราซีน  Oanh และคณะ (2000) วัดปริมาณพีเอเอชในอากาศที่ Asian Institute of 

Technology (AIT) พบเบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโคโลนีน ความเขนขนสูงบริเวณถนนดาน

พหลโยธิน  Norramit และคณะ (2005) ไดวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศเชนกันโดยเก็บตัวอยาง 6 

จุดในกรุงเทพฯ ซึ่งพบทั้งพีเอเอชขนาดโมเลกุลใหญ และพีเอเอชขนาดโมเลกุลเล็กมากถึง 15 ชนิด       

พีเอเอชขนาดโมเลกุลใหญที่พบ ไดแก เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน  เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน  ไพรีน 

เบนโซ[อี]ไพรีน  อินดิโน[1,2,3]ไพรีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน  ไครซีน  เบนโซ

[เอ]แอนทราซีน และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน และพีเอเอชขนาดโมเลกุลเล็ก ไดแก อะซีแนพธีน  

แนพธาลีน  ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน และแอนทราซีน จากงานวิจัยทั้ง 3 นี้แสดงใหเห็นวาพีเอเอชที่

ปนเปอนในสิ่งแวดลอมนั้นโดยมากไมไดมีเพียงแคชนิดเดียวแตมักจะพบอยูรวมกันหลายชนิดทํา

ใหยากตอการบําบัด ดังนั้นจึงมีความจําเปนที่ตองหาทางแกไขและลดปญหาการปนเปอนของ     

พีเอเอชหลายชนิดดังกลาว 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 เพื่อคนหาราที่มีความสามารถในการยอยสลายสารผสมของพีเอเอชและติดตาม

ตรวจสอบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลาย รวมทั้งพิสูจนเอกลักษณของสาร         

มัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายพีเอเอช 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 ไดราที่สามารถยอยสลายสารผสมของพีเอเอชได พรอมทั้งทราบสมบัติของสารมัธยันตร

จากการยอยสลายพีเอเอชเมื่อเล้ียงราในอาหารเหลว เพื่อเปนแนวทางในการเตรียมราไปใชในการ

บําบัดพีเอเอชในบริเวณที่ปนเปอนตอไป 

 

  

 



บทที่ 2 

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic aromatic hydrocarbon) 

 พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน หรือพีเอเอชเปนสารอินทรียที่เกิดจากอะตอมของ

คารบอนและอะตอมของไฮโดรเจนมารวมกันเปนโครงสรางวงเบนซีน ตั้งแต 2 วงเชื่อมตอกัน โดย

วงเบนซีน 2 วงที่อยูติดกันตองใชคารบอน 2 อะตอมรวมกัน  พีเอเอชเปนสารไมมีขั้ว มกีารจัดเรียง

ตัวของวงเบนซีนไดหลายรูปแบบ เชน เปนเสนตรง งอเปนมุม หรือจับกันเปนกลุม (Muncnerova 

และ  Augustin, 1994) พีเอเอชถูกแบงออกเปน 2 กลุมตามขนาดของน้ําหนักโมเลกุลคือ พเีอเอชที่

มีมวลโมเลกุลต่ําซึ่งมีวงเบนซีนนอยกวา 4 วง เชน แนพธาลีน (naphthalene) แอนทราซีน 

(antracene) ฟลูออรีน (fluorene) และ ฟแนนทรีน (phenanthrene) เปนตน และพีเอเอชที่มีมวล

โมเลกุลสูงซึ่งมีวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป เชน ไครซีน (chrysene) เบนโซ[เอ]ไพรีน 

(benzo[a]pyrene) และไพรีน (pyrene) เปนตน พีเอเอชเปนสารกอใหเกิดการกลายพันธุ และสาร

กอมะเร็ง (Boonchan และคณะ, 2000) ซึ่ง US-EPA ไดจัดพีเอเอช 16 ชนิดตามตารางที่ 2.1 ให

เปนสารที่ควรใหความสําคัญในลําดับตน เพื่อการควบคุมและปองกันการปนเปอนของสาร

ดังกลาวในสิ่งแวดลอม  พีเอเอชที่บริสุทธิ์จะเปนผลึกของแข็งที่อุณหภูมิหอง ลักษณะทางกายภาพ

ของพีเอเอชมีความผันแปรไปตามขนาดโมเลกุล และโครงสราง (CEPA, 1994) พีเอเอชที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลมากขึ้นมแีนวโนมของคาความดันไอ และการละลายน้ําลดลง นั่นคือระเหยเปนไอไดยาก

ขึ้น และละลายน้ําไดนอยลง ในขณะที่มีคา Log Kow มากขึ้น ซึ่งทําใหสามารถละลายในชั้นไขมัน 

และดูดซึมเขาสูรางกายคนและสัตวไดดี (Cerniglia, 1993; กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

พีเอเอชมีแหลงกําเนิดจากทั้งธรรมชาติ และจากการกระทําของมนุษย โดยแหลงกําเนิด   

พีเอเอชในธรรมชาติมี 2 ทางคือ เกิดจากทรัพยากรธรรมชาติไดแก น้ํามันปโตรเลียม และถานหิน 

และที่เกิดจากปรากฏการณธรรมชาติไดแก การเกิดไฟไหมปาและภูเขาไฟระเบิด พีเอเอชที่เกิดจาก

การกระทําของมนุษยแบงเปนหัวขอหลักไดดังนี้ จากการเกษตร เชน การเผาเพื่อเตรียมพื้นที่

เพาะปลูกและการเผาเศษขยะในฟารม จากโรงงานอุตสาหกรรม เชน โรงงานถลุงแรอลูมิเนียม 

อุตสาหกรรมในกลุมปโตรเลียม อุตสาหกรรมที่ใชประโยชนจากถานหิน โรงงานผลิตสี เปนตน จาก

อุบัติเหตุตางๆ เชน น้ํามันรั่วซึมจากแทงคเก็บน้ํามันใตดิน หรือเรือน้ํามันลม และสุดทายเกิดจาก

กิจกรรมของมนุษยเอง เชน การทําอาหารดวยการปง ยาง รมควัน การใชพาหนะที่ใชเชื้อเพลิง 

ฟอสซิล หรือแมแตการสูบบุหร่ีก็เปนการปลดปลอยพีเอเอชออกมาอีกดวย ทั้งนี้มีรายงานวา



 5 

กิจกรรมตางๆ ของมนุษยนี้เองไดปลอยพีเอเอชออกมาสูสิ่งแวดลอมมากที่สุด (NRCC, 1983) 

โดยเฉพาะการเผาไหมที่ไมสมบูรณซึ่งเปนการเผาไหมในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด ทําให

สารประกอบอินทรียของธาตุคารบอนไมถูกออกซิไดซเปนคารบอนไดออกไซดจนหมด และเกิดเปน

พีเอเอชไดแตกตางกันหลายชนิด (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

ตารางที่ 2.1 แสดงพีเอเอช 16 ชนิดที่ US-EPA ไดจัดเปนสารอันตรายที่ควรใหความสําคัญในลําดับ

ตน (แหลงที่มา: ดัดแปลงจากกรมควบคุมมลพิษ, 2547 และ Paliukhovich, 2005) 

ชนิดของพีเอเอช โครงสราง น้ําหนัก
โมเลกุล 

ความดัน
ไอ (Pa) 

การละลาย
น้ํา (ppb) 

Log 
Kow 

การเปนสาร
กอมะเร็ง 
ในคน 

แนพธาลีน 
 

128 10 31700 3.37 + 

อะซีแนพธิลีน 

 
152 0.9 3930 4 - 

อะซีแนพธีน 

 
154 0.3 3930 3.92 - 

ฟลูออรีน 
 

166 0.09 1980 4.18 - 

ฟแนนทรีน 

 
178 0.02 1290 4.57 - 

แอนทราซีน 
 

178 1x10-3 73 4.54 - 

ฟลูออแรนธีน 

 
202 1.2x10-3 260 5.22 - 

ไพรีน 

 
202 6x10-4 135 5.18 - 

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

 
228 2.8x10-5 14 5.91 + 

ไครซีน 

 
228 5.7x10-7 2 5.91 + 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 

 

252 7x10-7 4 5.91 + 
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ตารางที ่2.1 (ตอ) แสดงพีเอเอช 16 ชนิดที ่US-EPA ไดจัดเปนสารอันตรายที่ควรใหความสําคัญใน

ลําดับตน (แหลงทีม่า: ดัดแปลงจากกรมควบคุมมลพษิ, 2547 และ Paliukhovich, 2005) 

ชนิดของพีเอเอช โครงสราง น้ําหนัก
โมเลกุล 

ความดัน
ไอ (Pa) 

การละลาย
น้ํา (ppb) 

Log 
Kow 

การเปนสาร
กอมะเร็ง 
ในคน 

เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน 
 

252 n.d n.d 5.8 + 

เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน 
 

252 5.2x10-8 n.d 6 + 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 

 

276 1.4x10-8 0.26 6.5 + 

อินดิโน[1,2,3-ซี,ดี]ไพรีน 

 
276 n.d n.d 6.5 + 

ไดเบนซ[เอ,เอช]            

แอนทราซีน  
278 3.7x10-10 0.5 6.75 + 

n.d.หมายถึง ไมมีขอมูล, + หมายถึง นาจะกอมะเร็งในคน และอาจกอมะเร็งในคน, - หมายถึง ไมกอมะเร็งในคน 

 พีเอเอชหลายชนิดเปนสารที่มีบทบาทสําคัญในทางอุตสาหกรรมโดยเฉพาะแนพธาลีนที่

ประเทศไทยมีการนําเขาสูงมากประมาณ 17 ลานกิโลกรัม ในชวงป 2538 ถึง 2542 แนพธาลีนใช

ผลิต phthalic anhydride สี ตัวทําละลายซึ่งใชในการผลิตกระดาษสําเนาชนิดไมตองใชคารบอน 

และใชเปนสารไลแมลง (ลูกเหม็น) ประโยชนของพีเอเอชชนิดอื่นๆ เชน ไพรีน ก็ใชผลิตสีชนิด 

perinon pigment ฟลูออแรนธีนใชผลิตสีเรืองแสง เปนตน (กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  

พีเอเอชสามารถแพรกระจายไดทั้งทางอากาศ ทางดิน และทางน้ํา โดยอากาศเปน

ตัวกลางสําคัญในการแพรกระจายของพีเอเอชไปยังตัวกลางอื่น พีเอเอชที่อยูในอากาศสวนใหญ

จะยึดเกาะอยูกับอนุภาคขนาดเล็ก และสามารถกระจายไปสูดินและแหลงน้ําไดโดยการชะของ

น้ําฝน และอิทธิพลของแรงดึงดูดของโลก พีเอเอชที่ถูกปลอยลงสูดินจะไปยึดเกาะกับอนุภาคของ

ดินทําใหมีความตานทานตอการยอยสลายของจุลชีพ และเมื่อดินที่มีพีเอเอชไปยึดเกาะถูกชะไป

กับน้ําฝนไหลลงไปสูแหลงน้ํา พีเอเอชก็จะจับตัวอยูในตะกอนดิน และบางสวนก็ปนเปอนสูแหลง

น้ํา พีเอเอชถูกปลอยไปสูอากาศเปนปริมาณมากที่สุด แตแหลงสะสมสุดทายสวนใหญอยูในดิน 

และน้ําใตดิน โดยคาครึ่งชีวิตของพีเอเอช ที่มีโครงสรางซับซอนกวาจะมีคาที่สูงกวาพีเอเอชที่ไม
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คอยซับซอน คาครึ่งชีวิตของพีเอเอชที่อยูในดินและน้ําใตดินจะมีคาสูงกวาที่อยูในอากาศ 

ตัวอยางเชน ฟแนนทรีน อยูในอากาศมีคาครึ่งชีวิต 2.1 - 20.1 ชม. ในดิน 16 - 200 วัน ในน้ําใตดิน 

32 วัน - 1.1 ป  ไครซีนมีคาครึ่งชีวิตในอากาศ 0.802 - 8.02 ชม. ในดิน 1.02 - 2.72 ป และในน้ํา

ใตดิน 2.04 - 5.48 ป เปนตน (CEPA, 1994; กรมควบคุมมลพิษ, 2547) เมื่อพีเอเอชตกคางใน

ส่ิงแวดลอมเปนระยะเวลานานในขณะที่กิจกรรมตางๆ ของมนุษยยังคงปลดปลอยพีเอเอชออกมา

ในทุกวันก็จะทําใหพีเอเอชถูกสะสมมากขึ้นเรื่อยๆ และกอใหเกิดความเปนพิษตอ คน สัตว และพืช

ดังนี้ 

ในคนมีรายงานวาพีเอเอชทําใหเกิดเนื้องอกที่ปอดและผิวหนังในกลุมประชากรที่มีอาชีพที่

ตองสัมผัส สูดดม สารที่มีพีเอเอชปนเปอน เชน คนงานในโรงงานผลิตถานหิน คนงานในโรงงาน

ถลุงอลูมิเนียม คนงานในโรงกลั่นน้ํามัน แมแตตํารวจจราจรก็มีความเสี่ยงดวย อยางไรก็ตามไมมี

ขอมูลเกี่ยวกับปริมาณที่แนนอนของพีเอเอชแตละชนิดที่ไดรับจนเกิดมะเร็งได เพราะมักจะมีสาร

กอมะเร็งตัวอื่นๆ รวมอยูดวย เชน ในควันบุหรี่ ซิการ ไปบ ในน้ํามันดิน เขมาควันเสียจากเตาเผา

ถานหิน หรือจากทอไอเสียรถยนต (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) IARC ไดจัดกลุมพีเอเอชที่แสดงผล

ของการกอมะเร็งในมนุษยและสัตวทดลองเปน 3 กลุม ไดแก กลุม 2A เปนกลุมของพีเอเอชที่นาจะ

กอมะเร็งในคน (probably carcinogenic in humans) มีทั้งหมด 3 สารไดแก เบนโซ[เอ]           

แอนทราซีน (benzo[a]anthracene)  เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene) และ ไดเบนซ[เอ,เอช]

แอนทราซีน (dibenz[a,h]anthracene) กลุมที่ 2B สารที่อาจกอมะเร็งในคน (possibly 

carcinogenic to humans) มี 11 สารไดแก เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน (benzo[b]fluoranthrene)  

เบนโซ [เ จ ]ฟลูออแรนธีน  (benzo[j]fluoranthrene) เบนโซ [เค ]ฟลูออแรนธีน 

(benzo[k]fluoranthrene)ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน (dibenzo[a,e]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน 

(dibenzo[a,h]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,เจ]ไพรีน (dibenzo[a,j]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,แอล]ไพรีน 

(dibenzo[a,l]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,เจ] อะครีลีน (dibenzo[a,j]acridine) ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะครีลีน 

(dibenzo[a,h]acridine) อินดิโน    [1,2,3-ซีดี]ไพรีน (indeno[1,2,3-cd]pyrene) และ แนพธาลีน 

(naphthalene)  กลุมที่ 3 มี 23 สารจัดเปนสารที่ไมกอมะเร็งในคน (unclassifiable as to 

carcinogenicity to humans) (IARC, 1999) นอกจากความสามารถในการกอมะเร็งแลวพีเอเอช

ยังทําใหเกิดอาการอื่นๆขึ้นได เชน      แอนทราซีน ทําใหรางกายไวตอแสงมากขึ้น 

(photosensitivity) เชน ทําใหเกิดอาการแสบ รอน คัน บริเวณผิวหนัง และมีอาการระคายเคือง

ของเยื่อบุตาและหลอดลม (ITII, 1982) แนพธาลีน ทําใหเกิดภาวะโลหิตจางเนื่องจากเม็ดเลือด

แดงแตก (hemolytic anemia) และตอกระจก โดยความผิดปกตินี้สามารถเกิดไดทั้งแบบ

เฉยีบพลันและเรื้อรัง ทั้งนี้มีรายงานการตายของผูใหญที่กินลูกเหม็นขนาด 5 กรัม และยงัมรีายงาน
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การตายของเด็กอายุ 6 ปที่กินลูกเหม็นในขนาด 2 กรัมดวย (U.S.EPA, 1998) เบนโซ[เอ]ไพรีนทํา

ใหเกิดระคายเคืองทางผิวหนัง เชน แสบรอน ไวตอแสง มีตุมหนอง หรือเปนหูดได โดยอาการจะ

รุนแรงขึ้นเมื่อไดรับแสงอัลตราไวโอเลต และทําใหเกิดการระคายเคืองของเยื่อบุทางเดินหายใจ เชน 

มีอาการไอและหลอดลมอักเสบ (Cottini และ Mazzone, 1939) เบนโซ[เอ]แอนทราซีนทําใหเกิด

การระคายเคืองของเยื่อบุทางเดินหายใจ ทําใหเกิดการบวมน้ํา มีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว

ชนิดแกรนูโลไซต และโมโนนิวเคลียรเซลลในเยื่อบุทางเดินหายใจ และมีการสรางไฟโบรบลาสท

เพิ่มข้ึนดวย (Topping และคณะ, 1978) 

ความเปนพิษในสัตวมีการศึกษาในสัตวน้ํามากกวาสัตวบก โดยการศึกษาครอบคลุมถึง

เร่ืองผลกระทบตอการมีชีวิตรอด การเหนี่ยวนําทําใหเกิดเนื้องอก การพัฒนาของตัวออนและการ

สืบพันธุ (Germain และคณะ, 1993) แสงอัลตราไวโอเลตมีผลทําใหความเปนพิษของพีเอเอช

รุนแรงมากขึ้น ซึ่งพบในฟลูออรีน ไพรีน และแอนทราซีน โดยมีพิษเพิ่มข้ึนในหอยสองฝา (Mulinia 

laterlis) และ mysid shrimp (Mysidopsis babia) (Spehar และคณะ, 1999; กรมควบคุม

มลพิษ, 2547) ตัวอยางความเปนพิษตอการมีชีวิตรอดของสัตวน้ํา เชน water flea (อารโธพอด

ขนาดเล็ก) ที่อายุนอยกวา 24 ชม. ที่ไดรับอะซีแนพธีน ในระยะ 48 ชม. มีคา LC50 เทากับ 41 

มิลลิกรัมตอลิตร (LeBlane, 1980) ไสเดือนทะเลที่โตไมเต็มที่ซึ่งไดรับฟลูออรีนเปนระยะเวลา 48 

ชั่วโมง มีคา LC50 เทากับ 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนตน  ผลตอการเกิดเนื้องอกของสัตวน้ํา เชน ใน

ปลาน้ําจืดตัวเล็ก (guppies) ที่ไดรับเบนโซ[เอ]ไพรีนในปริมาณ 150 ถึง 240 นาโนกรัมตอลิตร 

สัปดาหละ 2 ครั้ง คร้ังละ 6 ชั่วโมง เปนเวลา 24 สัปดาห ทําใหปลา 10 เปอรเซ็นต จากปลาที่ทํา

การทดลองทั้งหมด เกิดเนื้องอกที่ตับ (Hawkins และคณะ, 1990) ตัวอยางความเปนพิษของ       

พีเอเอชตอการพัฒนาตัวออนและการสืบพันธุ เชน ในปลา largemouth bass (Micropterus 

salmoides) พบความพิการของตัวออนถึง 6 เปอรเซ็นต เมื่อไดรับแนพธาลีนความเขนขน 239 

ไมโครกรัมตอลิตร เปนเวลา 7 วัน (Black และคณะ, 1983) นอกจากนี้ยังสามารถพบความ

ผิดปกติของลูกตาของปลา rainbow trout โดย 7 เปอรเซ็นตที่ไดรับเบนโซ[เอ]ไพรีนในปริมาณ 0.2 

ไมโครกรัมตอลิตร และ 17 เปอรเซ็นตที่ไดรับ 0.3 ไมโครกรัมตอลิตร เปนเวลา 36 วัน มีลูกตาที่

ผิดปกติ (CEPA, 1994) ในเมนทะเลเกิด clastogenic (ดีเอ็นเอถูกทําลาย) และเกิด teratogenic 

(ระยะ gastrula ฝอ) ไมกอเปนไข เมื่อไดรับเบนโซ[เอ]ไพรีนปริมาณ 0.5 ไมโครกรัมตอลิตรเปน

เวลา 48 ชั่วโมง (Hose, 1985) 

ความเปนพิษตอสัตวบกสวนมากจะใชหนู rat และหนู mouse เปนตัวทดลองโดยจะทํา

การทดลองผานทางการกิน  สัมผัส และหายใจเขาไป งานวิจัยเนนไปที่ผลของพีเอเอชตอการเกิด

มะเร็งของหนู เพื่อที่จะนํามาวิเคราะหหาความสัมพันธของพีเอเอชที่ไดรับตอการเปนมะเร็งของคน 
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นอกจากความเปนพิษตอสัตวแลวพืชก็ไดรับผลกระทบเชนเดียวกัน พีเอเอชที่สะสมไดใน

พืชจะนอยกวาที่พบในดินบริเวณที่พืชข้ึนเนื่องจากพืชมีปริมาณไขมันที่ต่ําจึงดูดซับพีเอเอชขึ้นมา

จากดินไดนอย ซึ่งเปนผลมาจากสมบัติที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) ของพีเอเอช (กรมควบคุม

มลพิษ, 2547) และพืชจะไดรับพีเอเอชจากทางอากาศมากกวาในดิน โดยพืชที่มีใบใหญจะดูดซับ

พีเอเอชไดมากกวาพืชที่มีขนาดใบเล็กดวย ในสวนผิวนอกของพืชเชนเปลือกไมจะมีปริมาณ         

พีเอเอชสูงกวาโครงสรางที่อยูภายในตนไม เมื่อพีเอเอชถูกพืชดูดซับเขาไปแลวจะมีการเคลื่อนที่

ของสารภายในตนพืชนอยมาก (Edwards, 1983; Edwards, 1986) การเจริญของพืชที่ไดรับ      

พีเอเอชอาจถูกกระตุน หรือยับยั้ง โดยขึ้นอยูกับปริมาณที่ไดรับ เชน เบนโซ[เอ]ไพรีนที่มีความ

เขมขนไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหง กระตุนขาวโพด ถั่วเหลือง และขาวสาลีใหเจริญ

ดีขึ้น แตถามากกวานี้จะยับยั้งการเจริญของพืชได (Slooff และคณะ, 1989) 

ผลกระทบของพีเอเอชโยงใยไปถึงทุกสิ่งมีชีวิต และมนุษยก็เปนผูที่กลัวตอผลกระทบมาก

ที่สุดจึงไดพยายามหาวิธีตางๆ ที่จะนํามาใชลดความปนเปอนของพีเอเอชตอส่ิงแวดลอม วธิทีีใ่ชใน

การบําบัดแบงออกเปน 3 แบบใหญๆ คือ การบําบัดโดยวิธีทางกายภาพ (physical treatment)  

การบําบัดโดยการใชวิธีทางเคมี (chemical treatment) และการบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพ 

(biological treatment) 

การบําบัดพีเอเอชโดยใชวิธีทางกายภาพ 

ไดแก การดูดซับ การกรอง การตกตะกอน การเจือจาง การใชความรอนและรังสีในการ

บําบัดเปนตน ตัวอยางเชน  

การใชคลื่นไมโครเวฟ (microwave energy) ในการบําบัดดินที่ปนเปอนพีเอเอช แตวิธีนี้มี

ขอเสียคือดินที่บําบัดแลวไมสามารถใชเพาะปลูกได เนื่องจากคลื่นไมโครเวฟจะไปทําลายจุลินทรีย

ในดินทําใหความอุดมสมบูรณของดินลดลง (Abramovitch และคณะ, 1999)  

การเผา (incineration) มีประสิทธิภาพในการทําลายพีเอเอชไดดีสามารถใชบําบัดสารพิษ

ไดหลายชนิด แตมีขอเสียคือ ใชตนทุนสูง อุณหภูมิที่ใชในการเผาสูงมาก และเมื่อเผาแลวจะปลอย

ข้ีเถาและแกสพิษออกมาและตองนํามาบําบัดตอ นอกจากนี้ยังทําใหดินที่ใชในการบําบัดเสื่อม

คุณภาพไปดวย (GAO/RCED-96-13, 1996)  

In Situ Thermal desorption ใชวิธีการเปลี่ยนรูปพีเอเอชใหอยูในรูปของแกส วิธีนี้สามารถกําจดั

สารพิษไดหลายชนิด แตมีขอเสียคือ ใชอุณหภูมิที่สูง และมีกระบวนการบําบัดที่ชา (Caruana, 1997) 
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การบําบัดพีเอเอชโดยใชวิธีทางเคมี 

มี 2 รูปแบบใหญๆ ที่ใชคือ ใชการสกัด (extraction) และการออกซิเดชั่น (oxidation) 

ตัวอยางเชน 

การสกัดดวยตัวทําละลายในรูปของเหลว (liquid solvent extraction) มีขอดีคือ  

ประสิทธิภาพในการสกัดพีเอเอชออกมาไดสูง ใชอุณหภูมิและความดันต่ํา และมีความสะดวก แต

มีขอเสียคือ ตัวทําละลายที่ใชในการสกัดมีราคาแพงและตองใชเปนจํานวนมากทําใหตนทุนสูง 

บางชนิดมีผลเสียตอส่ิงแวดลอมดวย นอกจากนี้ยังตองไปกําจัดพีเอเอชที่ละลายมาอยูในตัวทํา

ละลายอีก ตัวทําละลายที่นิยมใชกันมีหลายชนิด เชน เอธานอล 2-โพรพานอล  อะซีโตน  1-     

เพนทานอล รวมทั้งน้ําดวย (Meckes และคณะ, 1997; Nardella และคณะ, 1999; Silva และ

คณะ, 2005) Nardella และคณะ (1999) ไดคิดคนสารผสมของอะซีโตน  เอธิลอะซีเตท และน้ํามา

ใชในการสกัดเนื่องจากสารเหลานี้ไมทําใหเกิดความเปนพิษกับส่ิงแวดลอมและผสมกันเปนเนื้อ

เดียวกันไดดี และ Silva และคณะ (2005) ไดนําสวนผสมนี้ไปทดลองใชสกัดพีเอเอช พบวาเพียง 

10 นาที ก็สามารถสกัดพีเอเอชออกมาไดถึง 85 เปอรเซ็นต  

supercritical fluid extraction และ supercritical water oxidation เปนเทคโนโลยีที่

สะอาดเนื่องจากใชสารละลายที่เปนคารบอนไดออกไซด และน้ําในการสกัด ใชเวลานอยประมาณ 

10-60 นาที ประสิทธิภาพในการสกัดสูง สามารถประยุกตใชกับสารพิษอ่ืนๆ ไดอีกหลายชนิด แตมี

ขอเสียคือ เครื่องมือที่ใชมีราคาแพง ตองมีการขุดเจาะดินขึ้นมา ใชอุณหภูมิ และความดันสูง 

(Tavlarides และคณะ, 2000) 

chemical oxidation ใชสารเคมีตางๆ ไปทําปฏิกิริยากับพีเอเอชในดิน โดยสารที่นิยมใช 

ไดแก โอโซน ไฮโดรเจนเพอรออกไซด เพอรแมงกานีส และ เพอรซัลเฟต เปนตน (ITRC, 2005) 

นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิคที่เรียกวา advanced oxidation process คือการใชสารหลายชนิดมา

ผสมกันนําไปสกัดเชน สารละลายเฟนตัน (Fenton’s reagent)  แอคติเวทเต็ดเพอรซัลเฟต 

(activated persulfate) หรือเพอโรโซน (perozone) เปนตน (Ferrarese และคณะ, 2007) โดยใน

สารทั้งหมดที่กลาวไปถาอยูในรูปของกาซ โอโซนจะดีที่สุด ถาเปนน้ําสารละลาย  เฟนตันจะดีที่สุด 

ขอดีของวิธีนี้คือสามารถทําไดรวดเร็วและกําจัดสารพิษไดดี แตขอเสียคือ สารมีราคาแพง และถา

ปฏิกิริยาเกิดไมสมบูรณอาจเกิดผลผลิตพลอยไดที่เปนสารพิษ เชนอัลดีไฮด หรือคีโตนได 

(Ferrarese และคณะ, 2007) 
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เมื่อมองโดยภาพรวมแลววิธีทางกายภาพ และทางเคมี เปนวิธีที่สามารถบําบัดสารพิษที่

ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมไดเร็ว แตเปนวิธีที่รุนแรงซึ่งสารเคมี และความรอนที่ใชในการบําบัดก็ยิ่ง

เพิ่มความบอบช้ําใหกับบริเวณที่ปนเปอนเพิ่มมากขึ้น บางวิธีทําใหไมสามารถนําดินบริเวณนั้นมา

ทําการเกษตรไดอีก นอกจากนี้ยังมีการใชสารเคมีหลายชนิด ใชเทคโนโลยีที่ซับซอน ตนทุนมีราคา

สูง วิธีการบําบัดทางชีวภาพซึ่งเปนวิธีที่นุมนวลตอส่ิงแวดลอม และตนทุนต่ําจึงเปนอีกทางเลือก

หนึ่งที่จะนํามาใชบําบัดสารพิษได 

การบําบัดพีเอเอชโดยใชวิธีทางชีวภาพ 

 การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพเปนการนําส่ิงมีชีวิตมาชวยในการกําจัด หรือลดสารพิษที่

ปนเปอนในดิน อากาศ และน้ํา สิ่งมีชีวิตดังกลาวที่นํามาใชไดแก พืช สาหราย แบคทีเรีย และรา ใน

บางครั้งจะใชจุลชีพบริเวณที่ปนเปอนเองในการบําบัดแตจะมีการเพิ่มสารบางอยางลงไป เชน เพิ่ม

แหลงไนโตรเจน หรือสารลดแรงตึงผิวเพื่อสงเสริมการเจริญและการยอยสลายของจุลชีพวิธีนี้

เรียกวา biostimulation และในบางครั้งจะมีการเติมจุลชีพที่มีประสิทธิภาพดีที่คัดเลือกมาแลวเติม

ลงไปในบริเวณที่ตองการบําบัดซึ่งเรียกวิธีนี้วา bioaugmentation โดยนิยมทําในแหลงที่มีการ

ปนเปอนน้ํามัน (Atlas และ Cerniglia, 1995) แตอยางไรก็ตามในการบําบัดทางชีวภาพยังคงพบ

ปญหาอยูบาง เชน จุลชีพไมสามารถเขาถึงพีเอเอชได เนื่องจากพีเอเอชไปยึดเกาะอยางเหนียว

แนนอยูกับอนุภาคของดิน นอกจากนี้ในการบําบัดโดยนําจุลชีพใหมเติมลงไป บางครั้งจุลชีพที่เติม

ไมสามารถทนอยูในสภาวะที่ตองการ หรืออาจจะเจริญแขงกับจุลชีพดั้งเดิมในบริเวณที่ปนเปอน

ไมได วิธีหนึ่งที่นํามาใชแกปญหานี้คือการนําจุลชีพดั้งเดิมในแหลงปนเปอนมาพัฒนาศักยภาพใน

การยอยสลายเสียเอง เนื่องจากในบริเวณที่ปนเปอนสารพิษเชน น้ํามัน มักจะมีจุลชีพที่สามารถ

เจริญ และยอยสลายน้ํามันไดอยูแลว การยอยสลายพีเอเอชดวยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ที่มีการศึกษา

แลวมีรายละเอียดดังนี้ 

การยอยสลายพีเอเอชโดยสาหราย 

 มีรายงานถึงชนิดของสาหรายที่สลายพีเอเอชไดหลายชนิด เชน สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน

ที่อยูในทะเล Agmenellum quadruplicatum PR-6 ที่สามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดโดย

เปลี่ยนเปนสารมัธยันตรไดแก ทรานซ-9,10-ไดไฮดรอกซี-9,10-ไดไฮดรอกซีฟแนนธีน และ            

1-เมทอกซีฟแนนธีน (Narro และคณะ, 1992) นอกจากนี้ Warshawsky และคณะ (1990) พบวา

สาหรายสีเขียว Selenastrum capricornutum สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนได เกิดเปน ซิส-
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11,12-ไดไฮดรอกซี-11,12-ไดไฮโดรเบนโซ[เอ]ไพรีน และพบวามีการสราง ซิส-ไดไฮโดรไดออล 

เล็กนอย   Cerniglia(1993) กลาววาเอนไซมที่ใชในการยอยสลายพีเอเอชของสาหรายสีเขียวแกม

น้ําเงินมีความคลายคลึงกับเอนไซมจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมและรา มากกวาในแบคทีเรีย ในขณะ

ที่เอนไซมที่ใชยอยสลายพีเอเอชของสาหรายสีเขียวมีความคลายคลึงกับที่พบในพวกแบคทีเรีย

มากกวาในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน รา และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม การนําสาหรายไปใชในการ

กําจัดพีเอเอชมีขอจํากัดอยูบางคือตองใชบําบัดพีเอเอชที่ปนเปอนอยูในบริเวณที่มีความชื้น

พอเพียงเทานั้น และตองอยูในสภาวะที่มีแสงดวยจึงจะสามารถบําบัดไดดี (Warshawsky และ

คณะ, 1990) แผนภูมิการยอยสลายพีเอเอชโดยสาหรายเปรียบเทียบกับส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นแสดงดัง

รูปที่ 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 แสดงวิถีการยอยสลายพีเอเอชโดยจุลชีพชนิดตางๆ 

    (แหลงทีม่า: ดัดแปลงจาก Cerniglia,1993) 

การยอยสลายพีเอเอชโดยพืช 

 การลดการปนเปอนของพีเอเอชที่เกิดขึ้นในพืชไดแก การยอยสลาย (degradation) การ

ดูดซับ (adsorption) การสะสม (accumulation) การระเหยเปนไอ (volatilization) หรือการชวย

สงเสริมกิจกรรมของจุลชีพในดินบริเวณรอบๆ ราก (soil rhizospere activity) เพื่อกําจัดหรือลด

 

รา, สาหราย 

ราไวทรอท 

แบคทีเรีย, สาหราย 

    พีเอเอช 
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ความเปนพิษในบริเวณดิน อากาศ น้ําใตดิน หรือน้ําผิวดิน โดยอาจใชวิธีทางตรงหรือออมก็ได 

ประสิทธิภาพของการกําจัดหรือลดความเปนพิษข้ึนอยูกับตัวกลาง เชน เปนดินหรือน้าํ ชนดิของพชื 

และสมบัติทางกายภาพของสารปนเปอน (Newman และ Reynolds, 2004) โดยสวนใหญแลว

การบําบัดโดยใชพืชมักจะใชรวมกันหลายชนิด ซึ่งที่นิยมใชจะเปนพืชตระกูลถั่วรวมกับพืชที่ไมใช

พืชตระกูลถั่ว เชน หญา (Banks และคณะ, 2003; Siciliano และคณะ, 2003) ตัวอยางของพืชที่มี

การนํามาใชในการบําบัดการปนเปอนของพีเอเอช ไดแก ขาวฟาง อัลฟลฟา ถั่วโคเวอร ขาวไรน 

ตนปอบลาร ตนหลิว หญาเฟสคิว และ เถาพันดง เปนตน (Newman และ Reynolds, 2004) 

ขอเสียของการบําบัดสารพิษดวยวิธีนี้คือ ใชระยะเวลานานโดยเฉพาะถามีการนําพืชลงไปปลกูใหม 

เนื่องจากจุลชีพที่อยูบริเวณรากยังไมสามารถทํางานไดทันที (Godsy และคณะ, 2003) 

 การยอยสลายพีเอเอชโดยแบคทีเรีย 

ดินบริเวณที่มีการปนเปอนพีเอเอชในปริมาณที่สูงจะพบแบคทีเรียมากกวาดินที่มีการ

ปนเปอนนอย (Shiaris, 1989) นักวิจัยหลายคนนําแบคทีเรียที่อยูในบริเวณแหลงปนเปอนมา

พัฒนาปรับปรุงสายพันธุ และศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชชนิดตางๆ แลวนํา

กลับไปบําบัดในบริเวณเดิมหรือบริเวณอื่นๆ  แบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยสลายพีเอเอชขนาด

ใหญ ไดแก ฟลูออแรนธีน  ไพรีน  ฟลูออรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน ได เชน Pseudomonas sp., 

Alcaligenes sp.  Beijerinckia sp.  Mycobacterium sp.  Staphylococcus sp. และ Arthobacter sp. 

ในสภาวะที่ไมมีอากาศแบคทีเรียก็สามารถยอยสลายพีเอเอชได แตในอัตราที่ชากวาในสภาวะที่มี

อากาศ (Coates และคณะ, 1996A; Coates และคณะ, 1996B) ตัวอยางแบคทีเรียที่ยอยสลาย  พี

เอเอชขนาดใหญได เชน Mycobacterium sp. สามารถยอยสลายพีเอเอชขนาดใหญกวา 4 วงได 

เชน เบนโซ[เอ]ไพรีน จุดเดนของแบคทีเรียนี้คือ มีผิวนอกเซลลเปนแบบไมชอบน้ํา ทําใหสามารถไป

ยึดเกาะกับพีเอเอช และนําเขาสูเซลลไดดี เมื่อเทียบการเจริญเติบโตกับแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ก็พบวา

สามารถเจริญไดดีกวาดวยเมื่ออยูในพีเอเอช (Heitkamp และคณะ, 1988) Sphingomonas 

paucimobilis stain EPA 505 สามารถสลายและใชฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอนและแหลง

พลังงานได และยังพบวามีความสามารถในการสลายพีเอเอชไดอีกหลายชนิด เชน ไพรีน  เบนซ

[เอ]แอนทราซีน  ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน  เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน  และไครซีน 

(Ye และคณะ, 1996)  กระบวนการยอยสลายพีเอเอชของแบคทีเรีย เร่ิมตนดวยการทํางานของ

เอนไซมไดออกซิจิเนส เกิดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล หลังจากนั้นเอนไซมดีไฮโดรจีเนส จะดึงน้ําออก

กลายเปนแคททีคอล และเกิดแตกวงได 2 ทางคือ เกิด ortho fission ไดเปน ซิส-ซิส-มิวโคนิก เอซิด 

หรือ meta fission ไดเปน 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิก เซมิอัลดีไฮด ดังแสดงในรูปที่ 2.1 การยอยสลาย
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โดยแบคทีเรียมีขอเสียคือ แบคทีเรียสวนใหญไมสามารถยอยสลายพีเอเอชขนาดใหญไดสมบูรณ

โดยแบคทีเรียชนิดเดียว บางครั้งในการยอยสลายพีเอเอชก็เกิดสารมัธยันตรที่เปนพิษมากขึ้นดวย 

(Cerniglia, 1993) 

การยอยสลายพีเอเอชโดยรา 

 การยอยสลายพีเอเอชโดยราเปนการยอยสลายแบบไมจําเพาะเจาะจงโดยจะหลั่งเอนไซม

ออกมานอกเซลล (Thurston, 1994) เอนไซมหลกั 2 ชนิดที่เกี่ยวของในชวงเริ่มตนของการยอย

สลาย พีเอเอช คือ ไซโทโครม พี-450 โมโนออกซิจิเนส (cytochrome P-450 monooxygenase) 

และลิกนินเพอรออกซิเดสโดยขึ้นกับชนิดของรา (Cerniglia, 1993) ราไมสามารถใชพีเอเอชเปน

แหลงคารบอนเพียงชนิดเดียวได แตตองใชรวมกับแหลงคารบอนอ่ืน ขอดีของการบําบัดพีเอเอช

โดยใชราคือ ราสามารถยอยสลายพีเอเอชที่มีขนาดใหญได และยังอาจสามารถยอยสลายพีเอเอช

ไดจนสมบูรณ นอกจากนี้สารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายของราเปนสารที่ละลายน้ําไดดี 

ถึงแมวาราจะสามารถยอยสลายพีเอเอชไดชากวาแบคทีเรีย แตลักษณะพิเศษของสายใยราทําให

สามารถเจริญซอกซอนในดินเขาหาพีเอเอชที่ยึดเกาะอยูกับอนุภาคของดินไดดีกวาแบคทีเรียอีก

ดวย (Cerniglia, 1997) 

 ลิกนินและพีเอเอชมีลักษณะโครงสรางพื้นฐานคลายกัน คือเปนวงเบนซีนตอกันแตลิกนิน

จะมีขนาดที่ใหญกวา ทั้งลิกนินและพีเอเอชเปนสารที่ไมชอบน้ํา การยอยสลายโดยจุลชีพทําไดยาก

แตราบางกลุมสามารถยอยสลายได โดยปฏิกิริยาขั้นแรกในการสลายพีเอเอชและลิกนินโดยราคือ 

การเปดวงแหวนเบนซีน โดยใชเอนไซมที่ปลอยออกมานอกเซลล ความคลายคลึงกันของลิกนิน

และพีเอเอชทําใหมีงานวิจัยหลายงานที่สรุปไดวาราที่สลายลิกนินไดนาจะสลายพีเอเอชไดเชนกัน 

ลิกนินเปนสวนประกอบของผนังเซลลพืชแบบทุติยภูมิ (secondary cell wall) โดยพบมาก

ที่สุดบริเวณ middle lamella โครงสรางของลิกนินเปนแบบสามมิติ เกิดจากการเชื่อมตอกันอยาง

ไมเปนระเบียบของสารตั้งตนสามชนิดไดแก โคนิเฟริลแอลกอฮอลล  ไซนาพริลแอลกอฮอลล และ             

พารา-ไฮดรอกซีซินนามิลแอลกอฮอลล ดังแสดงในรูปที่ 2.2(ก) และ 2.2(ข) (Hayatsu และคณะ, 

1979; Martinez และคณะ, 2005) ลิกนินทําใหลําตนของพืชแข็งแกรงยากตอการยอยสลายโดย

จุลชีพและทางเคมี โครงสรางของลิกนินจะมีอัตราสวนของสารตั้งตนหลากหลายตางกันไปตาม

กลุมของพืช ในไมเนื้อออนมีปริมาณลิกนินอยูสูงที่สุด และประกอบดวยโคนิเฟริลแอลกอฮอลล 

เปนสวนใหญ และในไมเนื้อแข็งประกอบไปดวยไซนาพริลแอลกอฮอลลและโคนิเฟริลแอลกอฮอลล

เปนสวนใหญ 
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รูปที่ 2.2 (ก) แสดงโครงสรางสารตั้งตนของลิกนิน (I) พารา-ไฮดรอกซีซินนามิลแอลกอฮอล, 

(II)โคนิเฟริลแอลกอฮอล และ (III) ไซนาพริลแอลกอฮอล (แหลงที่มา: Hayatsu และ

คณะ, 1979) และ (ข) โครงสรางของลิกนิน  (แหลงที่มา: Martinez และคณะ, 2005)           

 เมื่อแบงตามลักษณะการยอยลิกนินในเนื้อไมสามารถแบงราไดเปน 3 กลุม ไดแก รา 

บราวดรอท (Brown rot fungi) ราซอฟตรอท (Soft rot fungi) และราไวทรอท (White rot fungi) 

(Martinez และคณะ, 2005) ราในแตละกลุมมีรายละเอียดดังนี้  

ราบราวดรอทพบมากในไมเนื้อออน สามารถสลายเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสไดดี และ

เปลี่ยนรูปลิกนินไดเล็กนอย ลักษณะเนื้อไมที่ถูกยอยสลายโดยรากลุมนี้จะมีสีน้ําตาล ซึ่งเปนสีของ

ลิกนินที่เหลืออยู เนื้อไมมีลักษณะแหง เปราะ แตกงาย ลักษณะเปนผง โดยลักษณะการแตกของ

เน้ือไมจะแตกเปนลักษณะลูกบาศก  ดังแสดงในรูปที่ 2.3(ก) (Blanchette และ Biggs, 1992; 

Eriksson และคณะ, 1990) ราในกลุมนี้อยูในคลาส Basidiomycetes เชน Gloeophyllum 

trabeam  Laetiporus sulphureus และ Postia placenta เปนตน (Martinez และคณะ, 2005) 

ตัวอยางงานวิจัยของราบราวดรอทในการยอยสลายพีเอเอชเชน งานวิจัยของ Sack และ

คณะ (1997) ที่ใช Laetiporus sulphureus ยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนในอาหารแข็งที่ใชฟาง 

ก 

ข 
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โดยใชพีเอเอชเริ่มตนเปน 50 ppm พบวาสามารถสลายฟแนนทรีนได 10.7 เปอรเซ็นต และยอย

สลายไพรีนได 4.3 เปอรเซ็นต เมื่อทําการทดลองเปนเวลา 63 วัน ซึ่งพบวาสลายไดนอยมาก 

ราซอฟทรอทพบมากในไมเนื้อแข็ง ยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดดี แตยอย

สลายลิกนินไดนอยมาก ราในกลุมนี้พบในคลาส Ascomycetes เชน Chaetomium globosum 

และ Ustulina deusta และในคลาส Deuteromycetes เชน Alternaria alternate  Thielavia 

terrestris และ Paecilomyces spp. เปนตน ลักษณะเนื้อไมที่ถูกราในกลุมนี้ยอยสลายจะมี

ลักษณะที่คลายกับที่ถูกยอยโดยราบราวดรอท คือมีสีน้ําตาลและเปราะ ดังแสดงในรูปที่ 2.3(ข) 

(Blanchette และ Biggs., 1992; Eriksson และคณะ, 1990; Martinez และคณะ, 2005)                            

ราไวทรอท สามารถพบไดทั้งในไมเนื้อออนและไมเนื้อแข็ง สามารถสลายลิกนินไดดี และ

ยังมีความสามารถสลายเซลลู โลสและเฮมิ เซลลูโลสไดดวย  ราในกลุมนี้อยู ในคลาส 

Basidiomycetes เปนสวนใหญ เชน Trametes versicolor  Phanerocheate chysosporium 

และ Pleurotus spp. เปนตน และยังสามารถพบไดในคลาส Ascomycetes เชน Xylaria 

hypoxylon ในสภาวะที่เหมาะสมพบวาราไวทรอทสามารถสลายลิกนินไดมีประสิทธิภาพดีเทากับ

การสลายพอลิแซ็กคาไรด เมื่อราสลายลิกนินในเนื้อไมแลวจะพบเนื้อไมเปนลักษณะสีขาวซึ่งเปนสี

ของเซลลูโลสที่เหลืออยูจากการยอยสลาย และไมจะมีลักษณะเปราะ เบา เปนรูพรุนคลายฟองน้ํา 

รูปภาพแสดงบริเวณที่ลิกนินถูกยอยสลายและเหลือบริเวณสีขาวไวที่ตนไมแสดงดังรูปที่ 2.3(ค) 

(Blanchette และ Biggs., 1992; Eriksson และคณะ, 1990; Martinez และคณะ, 2005)   
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รูปที่ 2.3 (ก) ภาพแสดงไมที่ถูกยอยโดยราบราวดรอทซึ่งไมจะมีสีน้ําตาล และมีการแตกเปนรูป

ลูกเตา (ข) ภาพแสดงไมที่ถูกยอยโดยราซอฟทรอทซ่ึงลักษณะจะคลายกับราบราวดรอท

มากบางครั้งทําใหเกิดการสับสนได (ค) ภาพตัดผาลําตนของตนสนที่ถูกยอยสลายโดย

ราไวทรอท Phellinus pini โดยบริเวณสีขาวเปนบริเวณที่ลิกนินถูกยอยสลาย  

(แหลงที่มา: Blanchette และ Biggs., 1992; Eriksson และคณะ, 1990)   

ราในกลุมไวทรอทนี้มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายพีเอเอชมากที่สุด ตัวอยางงานวิจัยที่

แสดงถึงความสามารถในการยอยสลายพีเอเอชของรากลุมนี้ เชน งานวิจัยของ Eggen และ

Andrzej (1998) แสดงใหเห็นวาการใช Pleurotus ostreatus ในการบําบัดดินที่ปนเปอนพีเอเอช

หลายชนิดซึ่งมีปริมาณรวมกันมากถึง 258 ppm สามารถสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนที่ปนเปอนในดิน

ความเขมขน 12.4 ppm ได 40 เปอรเซ็นต หลังจากทําการทดลองไป 1 เดือน และยอยสลายได 49 

เปอรเซ็นต หลังจากที่ทําการทดลองตอจนถึง 3 เดือน  Han และคณะ (2004) นํารา Trametes 

versicolor ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีนในสภาวะตางๆ พบวาราที่เล้ียงแบบไมเขยาสามารถ

สลายฟแนนทรีนความเขนขน 100 ppm ได 65 เปอรเซ็นต และมากกวาแบบเขยา 19 เปอรเซ็นต 

และเมื่อบมที่อุณหภูมิ 20-30oซ จะยอยสลายไดดีกวาที่เลี้ยงในอุณหภูมิสูงหรือต่ํากวานี้ พีเอเอชที่

เหมาะสมตอการยอยสลายอยูในชวงที่เปนกลาง จากผลการทดลองเหลานี้แสดงใหเห็นวาสภาวะ

ในการทดลองก็มีสวนสําคัญในการยอยสลายพีเอเอชดวย นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Bumpus 

(1989) ที่ไดนํา Phanerochaete chrysosporium ไปใชบําบัดดินบริเวณที่มีการปนเปอนพีเอเอช

หลายชนิดดวย ซึ่งพีเอเอชที่พบมีมากถึง 22 ชนิด จากการเลี้ยงราในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด ที่มี

ดินที่ปนเปอนพีเอเอชนี้อยูดวยพบวาพีเอเอชทุกชนิดถูกสลายไป 70-100 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 

27 วัน เปนตน 

   

ก ค ข 
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มีรายงานวาการที่ราไวทรอทสามารถสลายลิกนิน และพีเอเอชไดดี เนื่องมาจากการผลิต

เอนไซมที่ปลอยออกมานอกเซลลซึ่งมีคุณลักษณะพิเศษ คือสามารถยอยสลายสารตางๆ โดยไม

จําเพาะเจาะจง เอนไซมหลักที่เกี่ยวของ ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส (lignin peroxidase, LiPs)  

แมงกานีสเพอรออกซิเดส (Manganese peroxidase, MnPs) และแลคเคส (laccase) (Thurston, 

1994) สมบัตติางๆ ของเอนไซมแตละชนิดมีดังนี้ 

ลิกนินเพอรออกซิเดส  

เปนเอนไซมยอยสลายลิกนินที่พบเปนชนิดแรก โครงสรางประกอบไปดวย ferric heme 

เอนไซมชนิดนี้พบวาเปนตัวออกซิแดนทที่ดีกวาเพอรออกซิเดสชนิดอื่น โดยนอกจากจะออกซิไดซ 

ฟนอลและอะนิลีนไดแลว ยังสามารถออกซิไดซโครงสรางของลิกนินที่ไมไดเปนวงแหวน เชน 

บริเวณพันธะคารบอน-คารบอน (C-C) และพันธะคารบอน-ออกซิเจน-คารบอน (C-O-C) ได 

นอกจากนี้ยังพบวาสามารถออกซิไดซอะโรมาติกอีเธอรอ่ืนๆ ไดดวย เอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  

นี้ ไม ไดพบในราไวท รอททุกชนิด  เชนมี รายงานว าสามารถพบได ใน  Phanerochaete 

chrysosporium และ Trametes versicolor แตไมพบใน Pleurotus ostreatus และ Dichomitus 

squalens เปนตน (Hammel, 1997; Harvey และ Thurston, 2001; Martinez และคณะ, 2005) 

การยอยสลายลิกนินโดยลิกนินเพอรออกซิเดสตองอาศัยเวอราทิลแอลกอฮอลเปน 

mediator โดยเวอราทิลแอลกอฮอลจะออกซิไดซบริเวณ active site ของเอนไซม ทําใหไดสาร    

มัธยันตรที่มีคา oxidation state ที่สูงทําใหเขาไปออกซิไดซลิกนินที่ active site ได ปฏิกิริยาการ

ยอยสลายลิกนินแสดงดังรูปที่ 2.4 โดยปฏิกิริยาการเริ่มตนจาก H2O2 ออกซิไดซเอนไซมลิกนิน

เพอรออกซิเดส (LiP) กลายเปนเอนไซมที่อยูในรูป 2-electron oxidized (LiP I) หลังจากนั้นจะเกิด 

single-electron reduction 2 คร้ังโดยมีเวอราทิลแอลกอฮอลเปน mediator ใหแกลิกนิน 

กลายเปนเอนไซมที่อยูในรูป 1-electron oxidized (LiP II) และตอจากนั้นเอนไซมจะกลับเขาสู

สภาวะปกติ (LiP) (Hammel, 1997; Harvey และ Thurston, 2001) 
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          รูปที ่2.4 ปฏิกิริยาการยอยสลายลกินิกโดยเอนไซมลิกนนิเพอรออกซิเดส         

(แหลงทีม่า: http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Wood5.html)                             

 

แมงกานีสเพอรออกซิเดส 

เปนเอนไซมที่มีโครงสรางประกอบไปดวยเฟอริก ฮีม เชนเดียวกับลิกนินเพอรออกซิเดส 

นอกจากนี้ยังมีโครงสรางที่คลายคลึงกันดวย แตในแมงกานีสเพอรออกซิเดสมีพันธะไดซัลไฟต 5 

พันธะ แมงกานีสเพอรออกซิเดสจะออกซิไดซ  Mn2+ เปน Mn3+ ซึ่งสามารถออกซิไดซสารที่มีฟนอล

ประกอบ เชน ลิกนิน แตไมสามารออกซิไดซสารอินทรียที่มีคา redox potential มากกวา 1.12 V / 

SCE  การสลายลิกนินของแมงกานีสเพอรออกซิเดสมีลักษณะที่คลายคลึงกับลิกนินเพอรออกซิเดส

ดังแสดงในรูปที่ 2.5  โดยจะมีความแตกตางกับลิกนินเพอรออกซิเดสตรงที่จะออกซิไดซ Mn2+ 

แทนที่จะเปนเวอราทิลแอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาการเริ่มตนจาก H2O2 ออกซิไดซเอนไซมแมงกานีส

เพอรออกซิเดส (MnP) กลายเปนเอนไซมที่อยูในรูป 2-electron oxidized (MnP I) หลังจากนั้นจะ

เกิด single-electron reduction 2 คร้ังโดยมี Mn2+ เปน mediator ใหแกลิกนิน กลายเปนเอนไซมที่

อยูในรูป 1-electron oxidized (MnP II) และตอจากนั้นเอนไซมจะกลับเขาสูสภาวะปกติ (MnP) 

(Hammel, 1997; Harvey และ Thurston, 2001) 
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รูปที่ 2.5 ปฏิกิริยาการยอยสลายลิกนิกโดยเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

               (แหลงที่มา: http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Wood5.html) 

แลคเคส 

เอนไซมแลคเคสสามารถพบไดทั้งในราไวทรอท และราบราวดรอท เอนไซมนี้เปน blue 

copper oxidase ประกอบดวยอะตอมคอปเปอร 3 ชนิด ชนิดที่ 1 ทําหนาที่เกี่ยวกับออกซิเดชัน 

และรีดักชัน ชนิดที่ 2 และ 3 ชวยทําใหเกิดการรวมตัวเปนรูปสามเหลี่ยม แลคเคสมีความจําเพาะ

ตอซับเสตรทต่ํามากทําใหสามารถสลายสารไดหลายกลุม สามารถออกซิไดซไดทั้ง ออรโธ- และ 

พารา-ควิโนน นอกจากนี้ยังออกซิไดซอะมิโนฟนอลและฟนิลีนไดเอมีนไดอีกดวย แลคเคสมีอะตอม

ของคอปเปอรตั้งแต 4 อะตอมขึ้นไปและสามารถรีดิวซไดออกซิเจนไปเปนน้ําอยางสมบูรณ 

ปฏิกิริยาการยอยสลายแสดงดังสมการที่ 2.1 (Hammel, 1997; Martinez และคณะ, 2005)  

4 เบนซีนไดออล + O2 = 4 เบนซีนเซมิควิโนน + 2 H2O                             ............. (2.1) 

และเมื่อแบงชนิดของราตามชนิดของเอนไซมที่สราง สามารถแบงราไดเปน 2 กลุมคือ 

พวกที่ไมสามารถสรางเอนไซมในกลุม ligninolytic (non-ligninolytic fungi) และพวกที่สามารถ

สรางเอนไซมในกลุม ligninolytic (ligninolytic fungi) 
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Non-ligninolytic fungi 

non-ligninolytic fungi เปนราที่ไมไดเจริญบนไม ไมสามารถผลิตลิกนินเพอรออกซิเดสได

แตพบวามีราบางชนิดในกลุมนี้มีความสามารถในการยอยสลายพีเอเอช ซึ่งโดยสวนใหญไม

สามารถใชพีเอเอชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดแตจะเปนไดเพียงแคตัวเสริมเมื่อเจริญ

บนซับเสตรทอื่น ดังนั้นพีเอเอชจงึไมไดชวยเพิ่มการเจริญของสายใยของรา แตราชวยลดความเปน

พิษ ลดสมบัติการเปนสารกลายพันธุและสารกอมะเร็งของพีเอเอชได ราในกลุมนี้พบไดในทุกคลาส

ยกเวนในคลาส Basidiomycetes ตัวอยางของราในกลุมนี้เชน Cunninghamella elegans  

Neurospora crassa  Candida tropicalis และ Curvularia lunata เปนตน ราในกลุมนี้ยอย

สลายพีเอเอชโดยเอนไซมไซโตรโครม พี450 โมโนออกซิจิเนส เกิดเปนแอรีนออกไซดหลังจากนั้น

สามารถเกิดปฏิกิริยาได 2 ทางคือ ถูกเติมน้ําโดยเอนไซมอีพอกไซดไฮโดรเลสเกิดเปน ทรานซ-    

ไดไฮโดรไดออล หรือเกิดการจัดเรียงตัวใหมโดยไมใชเอนไซมเกิดเปนฟนอล ราบางชนิดสามารถ

ยอยสลายทรานซ-ไดไฮโดรไดออลและฟนอลโดยการเกิดการเติมหมูซัลเฟต (sulfation) เติมหมู  

เมทธิล (methylation) หรือเกิดการรวมตัว (conjugation) กับกลูโคส ไซโลส หรือ กลูโคนิกเอซิดได 

(Cerniglia และ Sutherland, 2001) ตัวอยางวิถีการยอยสลายพีเอเอชบางชนิด ไดแก อะซีแนพธีน 

ฟลูออรีน ไครซีน แอนทราซีน ไพรีน  ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เอ]แอนทราซีน และ ฟแนนทรีน  โดยรา

ในกลุมนี้แสดงในรูปที่ 2.6 – 2.13 ตามลําดับ 
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รูปที่ 2.7 แสดงวิถีการยอยสลายฟลูออรีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                            (แหลงทีม่า: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 

 

 

 

 

รูปที่ 2.6 แสดงวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                    (แหลงทีม่า: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.8 แสดงวิถีการยอยสลายไครซีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                 (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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 รูปที่ 2.9 แสดงวิถีการยอยสลายแอนทราซีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                   (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.10 แสดงวิถีการยอยสลายไพรีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi                 

                               (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.11 แสดงวิถีการยอยสลายฟลูออแรนธีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.12  แสดงวิถกีารยอยสลาย เบนโซ[เอ]แอนทราซีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                 (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.13 แสดงวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                          (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.13 (ตอ) แสดงวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                          (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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ligninolytic fungi 

ligninolytic fungi พบเฉพาะในคลาส Basidiomycetes สามารถสรางเอนไซม lignin 

peroxidase manganese peroxidase และ laccase ได  สามารถยอยสลายลิกนินในชวง 

secondary metabolism ในสภาวะที่อาหารขาดแคลนโดยเฉพาะการขาดไนโตรเจน ซึ่งเมื่อนํารา

ในกลุมนี้มาทดสอบการยอยสลายพีเอเอชจึงตองเลี้ยงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด เพื่อกระตุนให

รามีการสรางเอนไซม ราในกลุมนี้มีประโยชนมากในการนําไปใชบําบัดดินที่ปนเปอนพีเอเอช

เนื่องจากดินจะมีคารบอนมาก ทําใหอัตราสวนของไนโตรเจนต่ําจึงมีการกระตุนใหผลิตเอนไซมได 

ราในกลุมนี้ที่มีสมบัติโดดเดนมากในการบําบัดพีเอเอชไดแก Phanerochaete chrysosporium 

Trametes versicolor และ Pleurotus ostreatus ตัวอยางวิถีการยอยสลาย แอนทราซีน ไพรีน 

ฟแนนทรีน ฟลูออรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน โดยราในกลุมนี้แสดงดังรูปที่ 2.14-2.18 (Cerniglia และ 

Sutherland, 2001; Silva และคณะ, 2005) 

 

 

 

  รูปที่ 2.14 แสดงวิถีการยอยสลายแอนทราซนี โดยราในกลุม ligninolytic fungi              

                                (แหลงที่มา: Silva และคณะ, 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.15 แสดงวิถีการยอยสลายไพรีน โดยราในกลุม ligninolytic fungi         

                       (แหลงทีม่า: Silva และคณะ, 2005) 
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รูปที่ 2.16 แสดงวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน โดยราในกลุม ligninolytic fungi                     

                               (แหลงที่มา: Silva และคณะ, 2005) 

 

 

 

รูปที่ 2.17 แสดงวิถีการยอยสลายฟลูออรีน โดยราในกลุม ligninolytic fungi                 

                          (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 

 

 

 

 

รูปที่ 2.18 แสดงวิถีการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ของราในกลุม ligninolytic fungi          

                            (แหลงทีม่า: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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 ดังที่ไดกลาวมาขางตนแลววาราที่สามารถสลายลิกนินได (ligninolytic fungi) มี

คุณสมบัติที่นาจะสลายพีเอเอชไดเชนกัน จึงไดมีการคัดกรองรากลุมนี้เพื่อนํามาใชทดสอบการ

ยอยสลายพีเอเอชกันอยางแพรหลายโดยใชลิกนินเปนตนแบบเพื่อลดการใชพีเอเอชในหองทดลอง 

แตการสกัดลิกนินทําไดยากมากและมีราคาแพงจึงมีการใชสารชนิดอื่นๆ เปนสารทดสอบการยอย

สลายแทนลิกนิน  โดยสารที่นิยมใชกันมากมักเปนสีที่มีโครงสรางเปนวงแหวนเชื่อมตอกันขนาด

ใหญคลายลิกนิน และสามารถสังเกตไดงายเมื่อมีการยอยสลายของสีโดยเอนไซมจากรา โดยจะมี

การเปลี่ยนสีใหเห็นไดอยางชัดเจน ตัวอยางสีที่มีการนํามาใชทดสอบการยอยสลายพีเอเอช เชน 

poly R-478  phenol red  guaiacol และ azureB เปนตน (Eichlerova และคณะ, 2002; 

Eichlerova และคณะ, 2006; Moreira และคณะ, 2001; Ollikka และคณะ, 1993) 

 ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยไดศึกษายอยสลายพีเอเอชโดยแบคทีเรีย

ตั้งแตป 2542 แตเร่ิมมีการนําราไวทรอทมาใชเมื่อป 2547 โดยสิทธิ์ ใจสงฆ (2547) ซึ่งในงานวิจัย

เร่ิมจากการเก็บตัวอยางเห็ดมาจากที่ตางๆ มาไดจํานวน 8 สายพันธุและทดสอบแอคติวิตีของ

เอนไซม polyphenol oxidase และพบวามี 4 สายพันธุที่มีแอคติวิตีดี จึงนําไปทดสอบการยอย

สลายพีเอเอช โดยมี 1 สายพันธุไดแก RE88 ที่สามารถลดปริมาณไพรีน ฟลูออแรนธีน  ฟแนนทรีน 

และฟลูออรีน ได 80  73  17 และ 12 เปอรเซ็นตตามลําดับเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 28 วันโดยใชพีเอเอช

เร่ิมตน 100 ppm และยังพบอีกวาราสายพันธุ RE88 เจริญในอาหาร Basal III ที่มีไพรีน หรือ

ฟลูออแรนทรีน และกลูโคส ไดดีกวาที่เจริญในอาหาร Basal III ที่เติมกลูโคสอยางเดียวดวย  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี (2548) ที่คัดแยกราและเห็ดที่เจริญ

บนตนไมไดจํานวน 50 ตัวอยาง และสิริรัตน วิเศษคุปต (2548) ที่คัดแยกราจากดินที่มีการ

ปนเปอนน้ํามัน 11 แหลง ไดราทั้งหมด 34 ตัวอยางตามลําดับ มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซม

ในกลุม ligninolytic ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี (2548) พบรา 6 สายพันธุที่มีเอนไซมในกลุม        

เพอรออกซิเดส  ซึ่งสามารถเปลี่ยนสีอาหารที่ผสม guaiacol phenol red และ azureB ไดทั้ง 3 

ชนิด และเมื่อนําราทั้ง 6 สายพันธุนี้ไปทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีน 100 ppm ในอาหารเหลว

พบวามีรา 3 สายพันธุ ไดแก T8  T20 และ T21(2) ที่สามารถลดปริมาณฟแนนทรีนไดดีโดย

สามารถลดได 87.25 76.85 และ 98.28 เปอรเซ็นตตามลําดับในเวลา 28 วัน สิริรัตน วิเศษคุปต 

(2548) พบรา 8 สายพันธุที่มีเอนไซมในกลุมเพอรออกซิเดส และเมื่อนําราทั้ง 8 สายพันธุนี้ไป

ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีน 100 ppm ในอาหารเหลวพบวา มีรา 4 สายพันธุที่ลดปริมาณ

ฟแนนทรีนไดดี ไดแก S1  S5  S6 และ S7 โดยมีปริมาณลดลง 87.46  81.04  79.91 และ 43.89 

เปอรเซ็นตตามลําดับภายในเวลา 21 วัน  
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งานวิจัยของกิติวรรณ บุญญารักษ (2549) ไดนําราสายพันธุ T8  T20  S5 และ F18 (คัด

แยกไดจากงานวิจัยนี้) มาทดสอบการมียีนที่ประมวลรหัสใหเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  

แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคส โดยการทํา PCR (polymerase chain reaction) ดวย   

ไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนเหลานี้ และพบวา T8  T20 และ S5 ใหผลิตภัณฑ PCR ของยีนที่ประมวล

รหัสเอนไซมครบทั้ง 3 ชนิด แต F18 ใหผลิตภัณฑ PCR ของยีนที่ประมวลรหัส 2 เอนไซมไดแก 

แมงกานีสเพอรออกซิเดสและแลคเคส และเมื่อทดสอบแอคติวิตีของ ligninolytic เอนไซมเหลานี้

ในระหวางการยอยสลาย   ฟแนนทรีน 100 ppm ในอาหารเหลวพบวาราทั้ง 4 ชนิดมีแอคติวิตีของ

เอนไซมทั้ง 3 ชนิด โดยมกีารทํางานของเอนไซมที่แตกตางกัน รา F18 มีการทํางานรวมกันของ

เอนไซม 3 ชนิด รา T8 มีเอนไซมแลคเคสที่ทํางานเปนหลัก รองลงมาเปนลิกนินเพอรออกซิเดส 

และแมงกานีสเพอรออกซิเดส รา T20 มีแลคเคสที่ทํางานเปนหลักเชนเดียวกับรา T8 แตรองลงมา

เปนลิกนินเพอรออกซิเดสและแมงกานสีเพอรออกซิเดสตามลําดับ และสุดทายรา S5 ก็มีแลคเคส 

ที่ทํางานเปนหลักเชนเดียวกับรา T8 และ T20 รองลงมาเปนลิกนินเพอรออกซิเดสและ     

แมงกานีสเพอรออกซิเดสซึ่งมีแอคติวิตีนอยมาก 

 สําหรับงานวิจัยเกี่ยวกับปริมาณพีเอเอชในประเทศไทยไดมีผูทํางานวิจัยวัดปริมาณ        

พีเอเอชที่สะสมตามแหลงตางๆ ดังนี้ 

 Oanh และคณะ (2000) ไดวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศที่สถาบัน Asian Institute of 

Technology (AIT) พบวาบริเวณใกลถนนดานพหลโยธินพบพีเอเอชความเขนขนคอนขางสูงของ

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโคโลนิน และจะเบาบางลงเมื่อหางออกจากถนน แสดงแนวโนมที่

เห็นไดชัดวาพีเอเอชเหลานี้ถูกปลอยมาจากทอไอเสียของรถยนต  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Norramit และคณะ (2005) ที่ไดวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศ

ของกรุงเทพฯ โดยเก็บตัวอยาง 6 จุด แบงเปนบริเวณที่จราจรไมคับค่ัง 2 จุด การจราจรคับค่ัง 2 จุด 

และการจราจรคับค่ังมาก 2 จุด โดยทําการทดลองในชวงฤดูแลงเพื่อขจัดขอผิดพลาดของการวัด

ปริมาณจากการถูกชะโดยน้ําฝน ผลจากการเก็บตัวอยางพบวา พีเอเอชที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก เชน 

แนพธาลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และแอนทราซีน ตรวจพบไดทุกที่ที่ทําการเก็บตัวอยาง

แตในปริมาณที่นอย ในขณะที่พีเอเอชที่มีขนาดโมเลกุลใหญ ไดแก เบนโซ[จี,เอช,ไอ] เพอริลีน  เบนโซ

[บี]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[อี]ไพรีน  อินดิโน[1,2,3]ไพรีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ[เอ,เอช]     

แอนทราซีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เอ]แอนทราซีน และไครซีน ดูดซับอยูกับอนภุาคเลก็ๆ 

ที่คนสามารถหายใจเขาได  
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นอกจากงานวิจัยที่เกี่ยวกับการวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศแลว ยังมีงานวิจัยที่วัด

ปริมาณพีเอเอชในแหลงน้ําดวย Wattayakorn (2003) ไดประยุกตใชวัฎภาคของแข็งแบบแผน 

(Empore TM Extraction Disk ชนิด BAKEBOND C18) ประกอบกับเทคนิค RP-HPLC มาใชในการ

วิเคราะหหาสารพีเอเอชในบริเวณปากแมน้ําเจาพระยาและพบสารพีเอเอชหลายชนิด ไดแก 

แนพธาลีน  อะซีแนพทีลีน  อะซีแนพธีน  ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  และแอนทราซนี โดยมคีาความเขน

ขนอยูในชวงนอยกวา 5-1,500 นาโนกรัมตอลิตร และพบพีเอเอชในชวงฤดูฝนมากกวาในชวงฤดู

แลง 

จากงานวิจัยที่กลาวไปขางตนแสดงใหเห็นโดยชัดเจนวาพีเอเอชที่ปนเปอนอยูใน

ส่ิงแวดลอมไมไดมีเพียงแคชนิดเดียวมักพบวามีอยูรวมกันหลายชนิด ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งที่

จะตองบําบัดสารพิษที่ปนเปอนรวมกันเหลานี้โดยงานวิจัยนี้ไดมุงคนหาราที่สามารถบําบดัพีเอเอช

ที่ผสมกันซึ่งนาจะนําไปใชประโยชนไดตอไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 

3.1 อุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

1. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 

2. เครื่องชั่ง รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 

3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan 

4. ตูเขี่ยเชื้อแบบ “ISSCO” laminar flow รุน BVT – 124 ของบริษัท International 

Sciencetific Supply, USA 

5. ตูเขี่ยเชื้อรุน clean model V4 ของบริษัท LAB service, Thailand 

6. ตูอบแหง ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

7. ตูแชแข็งจุดเยอืกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –70oซ ของบริษัท Forma Scientific, USA 

8. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –20oซ ของบริษัท Sanyo Electric, Japan 

9. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของ บริษัท 

Kubota, Japan 

10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 200H ของบริษัท Hattich     

Zentrifugen, Germany 

11. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, USA 

12. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (water bath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany 

13. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan 

14. เครื่องควบคุมอุณหภูมิ และระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน Mylabth 

Thermo-block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea 

15. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA 

16. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

      - Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 

      - Mini Sub-cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, USA 
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17. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

  - Gel Documentation และโปรแกรม Ouantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท Bio-    

      Rad, USA 

18. ชุดเครื่องมือทําไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) สําหรับตรวจสอบปริมาณของ PAHs 

  - ลิควิดโครมาโทกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu,   

     Japan 

  - คอลัมน (column) : Inertsill ODS-3 ขนาด 4.6 x 150 มิลลิเมตร ของบริษัท GL  

      Science, Japan 

  - เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan 

  - เครื่องบันทึก (recorder) Chromatography รุน C-RIA ของบริษัท Shimadzu, Japan 

19. ชุดเครื่องมือวิเคราะห Mass spectrometry รุน Pegasus III ของบริษัท LECO, USA 

20. ชุดเครื่องมือวิเคราะหโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโกป ( 1H-NMR 

Spectroscopy ) รุน Mercury plus 400 ของบริษัท Varian, France 

21. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England 

22. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 10 20 100 200 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของ

บริษัท Gilson, France 

23. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 

24. หลอดแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร (ultra violet) รุน 

UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA 

25. แผนอลมูิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ของบริษัท 

Merck, Germany 

26. กรวยแยก ขนาด 500 มล. ของบริษัท Sibata, Japan 

27. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

28. หัวกรอง ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 และ 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-

13JP ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan 

29. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

1. azureB ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

2. phenol red ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

3. guaiacol ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

4. benomyl ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

5. fluorene ของบริษัท Wako Pure Chemical Industries, USA 

6. phenanthrene ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

7. fluoranthene ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 

8. pyrene ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

9. 9-fluorenone ของบริษัท Nacalai Tesque, Japan 

10. 9-fluorenol ของบริษัท TCI. Japan 

11. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 

12. เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O) ของบริษัท May & Baker, England 

13. แคลเซียมคลอรไรด (CaCl2.2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Auatralia 

14. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

15. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 

16. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 

17. เมธานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, Germany 

18. เอธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท Merck, Germany 

19. ไดคลอโรมีเธน (CH2Cl2) ของบริษัท Merck, Germany 

20. เปปโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

21. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

22. ผงสกัดจากมอลท (malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

23. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Bio-Rad, USA 

24. 1 Kb DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

25. 100 bp DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

26. Taq DNA polymerase ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

27. dATP  dCTP  dGTP และ dTTP ของบริษัท SibsEnzyme, Russia 

28. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 

29. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen,  

      Germany 

หมายเหตุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนดิเปนเกรดเพื่อวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 ตัวอยางราและการแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

    เก็บตัวอยางเห็ดที่เจริญบนตนไม กิ่งไม และราที่เจริญอยูในทอนไม และเศษไมผุโดย

เลือกเก็บเห็ดจากไมที่เกิดลักษณะสีขาวเนื่องจากเห็ดไดยอยลิกนินซึ่งเปนสีน้ําตาลไป เหลือแต

เซลลูโลสที่มีสีขาวหลงเหลืออยู และเลือกทอนไม กิ่งไมผุที่เปอยยุย เนื้อไมเปนสีขาว เบา หลังจาก

นั้นนํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดย กรณีเปนดอกเห็ดทําโดยนําเนื้อเยื่อดานในของเห็ดที่ไมไดสัมผัส

กับอากาศดานนอกมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ malt extract agar (MEA)(ภาคผนวก ก1) ที่มีการ

ผสม benomyl 3 มก.ตอลิตร ลงไปเพื่อยับยั้งราชนิดที่โตเร็ว (Chiocchio และคณะ, 2000) เชน

กลุม Ascomycetes เปนตน ในกรณีเปนทอนไมผุก็ปฏิบัติเชนเดียวกันคือ นําบริเวณดานในของไม

ที่ไมสัมผัสอากาศดานนอกมาเลี้ยงบนอาหาร MEA ที่ใส benomyl เชนกัน บมไวที่อุณหภูมิหอง

ประมาณ 3-7 วัน และแยกเชื้อจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์เพื่อนําไปใชในการทดลองตอไป โดยเชื้อที่แยกได

บริสุทธิ์แลวจะเก็บในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง เก็บไวที่อุณหภูมิ 40ซ และถายลงอาหารใหมทุกๆ 

30 วัน นอกจากนี้ยังไดนํารา T8  T20  S1 และ S5 ที่คัดแยกไวโดย ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี 

(2548) และสิริรัตน วิเศษคุปต (2548) มาใชในการทดสอบการยอยสลายพีเอเอชในการทดลอง

ตอไปดวย 

3.4 การคัดกรองราที่สามารถผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดส โดยการใชสีสามชนิดเปนสาร         
      ทดสอบ 

 ถายเชื้อบริสุทธ์ิจากขอ 3.3 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-7 

วัน จนเจริญเกือบเต็มจานเพาะเชื้อ ตัดชิ้นวุนที่มีสายใยราดวยแกนโลหะสําหรับเจาะ (cork borer) 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร วางชิ้นวุนที่มีเชื้อบนอาหาร minimal medium 

(MM)(ภาคผนวก ก2) 3 เพลท ที่มีสีทดสอบ 3 ชนิด คือ guaiacol  phenol red  หรือ azureB โดย

ใชสี  0.4 มก./ลิตร นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 2-3 วัน เพื่อทดสอบ

ความสามารถของเอนไซมในการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อรอบโคโลนีซึ่งจะแสดงผลโดย การ

เปลี่ยนสีของ phenol red จากสีเหลืองเปนสีสม การเปลี่ยนสีของ guaiacol จากสีขาวขุน

เปลี่ยนเปนสีแดง และการเปลี่ยนสีของ azure B จากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง (Alcalde และคณะ, 

2002; Kiiskinen และคณะ, 2004)  
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3.5 การคัดกรองราที่สามารถสลายสารผสมพีเอเอชสี่ชนิดในอาหารแข็งได 

 คัดเลือกเฉพาะราที่ใหผลบวกกับสีทั้ง 3 ชนิดจากขอ 3.4 มาเลี้ยงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MM ที่มีสารผสมของพีเอเอช โดยเลือกใชพีเอเอชที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา 2 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน 

และฟแนนทรีน และพีเอเอชที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 2 ชนิด ไดแก ไพรีน และฟลูออแรนธีน ชนิดละ 

25 ppm เพื่อรวมเปน 100 ppm สังเกตการเจริญของราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการใสพีเอเอช

เปรียบเทียบกับการเจริญของราในอาหาร MM ที่ไมไดใสพีเอเอช บันทึกผลการทดลองที่ไดและเก็บ

ตัวอยางเชื้อบริสุทธิ์ที่ใหผลบวกโดยสามารถเจริญบนอาหารที่ผสมพีเอเอชไดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็งเอียงที่อุณหภูมิหองเพื่อเตรียมพรอมสําหรับการทดลองขั้นตอไป และนําเชื้ออีกสวนเก็บไวที่

อุณหภูมิ 4oซ เพื่อเปนคลังเชื้อ 

3.6 การทดสอบความสามารถในการสลายพีเอเอชในอาหารเหลว 

  เตรียมหัวเชื้อเพื่อใชในการทดสอบโดยถายราที่คัดกรองไดจากขอ 3.5 จากหลอดอาหาร

เล้ียงเชื้อแข็งเอียงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified glucose peptone yeast extract (Modified 

GPY) (ภาคผนวก ก3) ในจานเลี้ยงเชื้อ และบมที่อุณหภูมิหองประมาณ 5-7 วัน แลวใชแกนโลหะ

สําหรับเจาะ เจาะรอบบริเวณปลายสายใยราใหไดปริมาณ 5-6 ช้ิน นําไปใสในอาหารเหลว 

Modifed GPY ที่มีกลูโคสความเขมขน 10 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มล. ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูป

ชมพูขนาด 250 มล. ที่มีลูกแกวอยูประมาณ 5 ลูก หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ บนเครื่อง

เขยาดวยอัตราการเขยา 120 รอบตอนาที เปนเวลา 5-7 วัน ถายเชื้อที่ได 10 มล. ลงในขวดแกวรูป

ชมพูขวดใหมขนาด 500 มล. ที่มีอาหารชนิดเดิมอยู 100 มล. พรอมลูกแกว และบมที่สภาวะเดิม

ตออีก 5-7 วัน เพื่อเพิ่มปริมาณของรา หลังจากนั้นเก็บสายใยของราดวยการนําไปปนเหวี่ยง เท

สวนอาหารทิ้ง แลวปนเหวี่ยงลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้ออีก 2 รอบ เพื่อลางอาหารที่ติดอยูกับเสนใย

ออกไป นําสายใยที่ปนไดไปชั่งโดยใชเชื้อสดปริมาณ 3 กรัม ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจน

จํากัด (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 27 มล. ซึ่งบรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 100 มล. พรอมลูกแกว 

ในราแตละชนิดจะแบงเปนชุดทดลองและชุดควบคุม ชุดละ 2 ซ้ํา ซึ่งในชุดควบคุมจะฆาเชื้อกอน

ดวยการนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121oซ เปนเวลา 15 นาทีกอนนําไปใชตอไป 

 จากนั้นนําขวดแกวรูปชมพูทั้งหมดมาเติมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟแนนทรีน ฟลูออรีน 

ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm (ภาคผนวก ข1) เพื่อใหรวมเปน 100 ppm ทุกขวด แลว

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ บนเครื่องเขยาในที่มืดดวยอัตราเขยา 120 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วัน 
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โดยเก็บตัวอยาง ณ วันที่ 1 (วันที่มีการเติมพีเอเอช) และวันที่ 15 เพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณพี

เอเอชโดยการสกัดดวยเอธิลอะซิเตทแลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC โดยดูดอาหารเหลว

ปริมาณ 5 มล. มาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0-3.0 ดวยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขม 

จากนั้นนําไป sonicate 15 นาที แลวเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว ผสมใหเขา

กันโดยใชเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น ถาไมแยกชั้นใหนําไป

ปนเหวี่ยงประมาณ 10 นาที จากนั้นแยกสวนเอธิลอะซีเตทเก็บไว สกัดอาหารเหลวอีกครั้งหนึ่งแลว 

รวมสวนเอธิลอะซีเตททั้งหมดเขาดวยกัน กําจัดน้ําออกโดยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

จากนั้นนําไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนแหง เติมเมธา

นอล 1 มล. ลงไปละลายตะกอนใหหมด แลวนําสารละลายไปกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด 

PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใสลงในหลอดแกวขนาดเล็กสําหรับฉีด HPLC เก็บที่อุณหภูมิ -20oซ 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหปริมาณพีเอเอชที่เหลืออยูและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดยวิธี HPLC ตอไป 

  สภาวะตางๆ ในระบบ HPLC เปนดังนี้ 

คอลัมน (column)   inertsill® ODS ขนาด 4.6 x 150 มม. 

ตัวชะสาร (Mobile phase)  เมธานอล 80%  

อัตราไหล (Flow rate) 1 มล.ตอนาที  

อุณหภูมิคอลัมน 40 oซ 

ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลต            275 นาโนเมตร 

ปริมาตรสารที่ฉีด   10 ไมโครลิตร 

ราที่สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมจะนํามาทดลองยอยพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวเพื่อ

ทดสอบประสิทธิภาพและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น โดยการเตรียมหัวเชื้อดังขางตน โดยในราแตละ

ชนิดจะทดสอบการยอยสลายพีเอเอชทั้ง 4 ชนิด ชนิดละ 100 ppm โดยทําการทดลอง 15 วัน เก็บ

ตัวอยาง ณ วันที่ 1 (วันที่มีการเติมพีเอเอช) และวันที่ 15 ไปสกัดดวยเอธิลอะซีเตท และนําไป

วิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ดังที่กลาวมาขางตน นอกจากนี้เพื่อเปนการควบคุมประสิทธิภาพใน

การสกัดพีเอเอชไดเติมไพรีนหรือฟลูออรีนความเขมขน 100 ppm ลงในอาหารเหลวกอนการสกัด

ดวย บันทึกผลและนําไปคํานวณเปอรเซ็นตพีเอเอชที่ลดลงโดยเปรียบเทียบกับวันที่ 15 ของชุด

ควบคุม จากนั้นคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชเพื่อนําไปใชตอไป 
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3.7 ผลของปริมาณสายใยราตอการลดลงของพีเอเอช 

 เพื่อทดสอบผลของปริมาณสายใยราตอการลดลงของพีเอเอชไดออกแบบการทดลอง โดย

แปรผันปริมาณสายใยของราเริ่มตนดวยการใชราที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชใน

อาหารเหลวไดดี 2 สายพันธุ ดังนี้ 

เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.6 โดยแบงชุดการทดลองเปน 3 ชุดการทดลองตอเชื้อ คือ 

ชุดที่ 1 ใสเชื้อสด 3 กรัม ชุดที่ 2 ใสเชื้อสด 6 กรัม และชุดที่ 3 ใสเชื้อสด 9 กรัม ในอาหารที่มี

ไนโตรเจนจํากัด 27 มล. ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 100 มล. ที่บรรจุลูกแกวไว 3 ลูก หลังจากเตรียม

เชื้อเสร็จแลวนําขวดแกวรูปชมพูที่มีเชื้อทั้งหมดไปนึ่งฆาเชื้อ และเติมพีเอเอชลงไปขวดละ 4 ชนิด 

ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm โดยทําการทดลองชุดละ 2 

ซ้ํา จากนั้นนําไปเขยาในที่มืดเปนเวลา 30 นาที แลวจึงนํามาเก็บตัวอยางโดยดูดน้ําเลี้ยงเชื้อที่มี

สายใยรามา 5 มล. สกัด และนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ตามวิธีในขอ 3.6 ไดเปนพีเอเอช ณ 

วันที่เร่ิมตน (วันที่ 0) หลังจากนั้นนําไปเขยาในที่มืดตออีก 30 วัน จึงเก็บตัวอยางนําไปสกัด และ

วิเคราะหเชนเดียวกัน บันทึกปริมาณพีเอเอชโดยเปรียบเทียบกับวันที่ 0 

3.8 การทดสอบปริมาณพีเอเอชสูงสุดที่ราสามารถอยูรอดได 

 เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.6 เลือกราที่ยอยพีเอเอชดีที่สุดมา 2 ชนิดแบงการทดลอง

เปนเชื้อละ 20 การทดลอง โดยแยกทดสอบกับพีเอเอชแตละชนิดจํานวน 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และไพรีน ที่ความเขมขนตางๆ กัน ทั้งหมด 5 ความเขมขน ไดแก 25 50 

100 300 และ 500 ppm โดยทําการทดลองละ 2 ซ้ํา และบมในที่มืดเปนเวลา 30 วัน หลังจากนั้น

นําไปตรวจสอบการรอดชีวิตของราโดยหยดอาหารที่มีราเจริญอยู 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร 

MEA และบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เพื่อทดสอบวาเชื้อยังเจริญไดใหมในอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง MEA ไดหรือไม สวนที่เหลือนําไปกรองดวยชุดกรวยกรองโดยมีกระดาษกรองที่ชั่งน้ําหนักไว

แลว กรองลางสายใยราดวยน้ํากลั่นเพื่อลางอาหารที่ติดอยูกับเสนใยออกไป หลังจากนั้นนําสายใย

ราบนกระดาษกรองไปอบที่อุณหภูมิ 70°ซ เปนเวลา 24 ชม. และนําไปเก็บในโถดูดความชื้นกอนที่

จะนําไปชั่งน้ําหนัก บันทึกน้ําหนักแหงในแตละการทดลองเพื่อทดสอบวาราสามารถเพิ่มจํานวนได

ในขณะที่เจริญในอาหารที่มีพีเอเอช ที่ความเขมขนตางๆ ไดหรือไม 
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3.9 การวิเคราะหสารมัธยันตรในระหวางการสลายสารผสมพีเอเอชแตละชนิดแบบแยกเดี่ยว 

 เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.6 เลือกราที่ยอยพีเอเอชดีที่สุดมา 2 ชนิด มาทําการ

ทดลองโดยใชพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวชนิดละ 100 ppm ในแตละการทดลองจะมีชุดควบคุมโดย

หลังจากเติมหัวเชื้อแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121°ซ เปนเวลา 15 นาที เพื่อฆารา นําทุกขวดไปเขยาที่

อัตราความเร็ว 120 รอบตอนาที ในที่มืดเปนเวลา 30 วัน ในระหวางนี้จะมีการเก็บตัวอยางปรมิาณ 

5 มล. ทุก 3 วัน เพื่อนําไปสกัด และวิเคราะหหาปริมาณพีเอเอชที่ลดลงและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น

โดยวิธีการสกัดดวยเอธิลอะซีเตท และวิเคราะหดวย HPLC โดยวิธีที่กลาวไปแลวดังขอ 3.6 

จากนั้นเลือกวันที่สารมัธยันตรเกิดขึ้นมากที่สุดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC เพื่อนําไปเลี้ยง

ในระดับที่ใหญข้ึน เพื่อใหไดสารมัธยันตรปริมาณมากพอที่จะนําไปวิเคราะหหาโครงสรางตอไป 

 เมื่อไดวันที่ดีสุดในการเลี้ยงเชื้อเพื่อเก็บสารมัธยันตรแลวจึงเลี้ยงหัวเชื้อโดยวิธี

เชนเดียวกับขอ 3.6 แลวนําหัวเชื้อไปใสในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีอาหารไนโตรเจน

จํากัด ปริมาตร 100 มล. ที่ใสลูกแกวไว 3 ลูก โดยทําการทดลองละ 3 ขวด นําไปเขยาในที่มืดที่ 

30°ซ เปนเวลาตามที่กําหนด เมื่อครบตามเวลาที่กําหนดแลวจึงนําไปสกัดดวยเอธิลอะซีเตทใน

กรวยแยกโดยใชอัตราสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอเอธิลอะซีเตทเปน 1:1 ดูดเฉพาะชั้นเอธิลอะซีเตท

เก็บไว สกัดซ้ําอีก 1 คร้ังนําชั้นเอธิลอะซีเตททั้งหมดรวมกันไวและนําไประเหยแหงทั้งหมด หลงัจาก

นั้นคอยๆ ใสเอธานอลทีละนอยเพื่อละลายตะกอนและนําไปใสในหลอดไมโครฟวจที่ทราบน้ําหนัก

แลว จากนั้นนําไประเหยแหงดวยสญุญากาศอีกครั้ง ชั่งน้ําหนักตะกอนและบันทึกผล 

 ละลายตะกอนที่ไดในเมทานอลใหความเขมขนไมเกิน 200 ppm นําไปวิเคราะหดวย 

TLC โดยนําสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ผานการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทดังวิธีในขอ 

3.6 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตรมาจุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8×8.5 ซม. โดยใชระบบตัวทํา

ละลาย (solvent system) เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซิติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 

(ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันตรภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาว

คลื่น 215-250 นาโนเมตร และ วิเคราะหดวย HPLC เทียบกับสารมัธยันตรมาตรฐานโดยนํา

ตะกอนที่เหลือไปละลายในเมทานอล และฉีด HPLC เก็บสารบริเวณ peak ที่เดน นําไประเหยแหง

ดวยสุญญากาศอีกครั้งโดยตะกอนถูกนํามาแบงเปน 3 สวน สวนแรกนําไปละลายดวยเมทานอล

เพื่อนําไปวิเคราะห TLC และ HPLC เทียบกับสารมัธยันตรมาตรฐานอีกครั้ง อีก 2 สวนนําไป

วิเคราะหโครงสรางดวย Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (1H-NMR) ยี่หอ 

LECO รุน mercury 400 โดยนําสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนแลวละลายใน

คลอโรฟอรมดี (CDCl3) ใชตัวรับสัญญาณคลื่นวิทยุความถี่ของโปรตอนขนาด 400 MHZ และ
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วิเคราะหการแตกตัวของโมเลกุลดวย Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) 

โดยนําสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนแลวละลายในเอธิลอะซีเตทความเขมขนไม

เกิน 200 ppm สงวิเคราะหที่โครงการศูนยวิจัยแหงชาติดานสิ่งแวดลอมและของเสียอันตราย โดย

วิเคราะหดวยชุดเครื่อง Gas Chromatography With Time of Flight Mass Spectrometry ยี่หอ 

LECO รุน Pegasus III (บริษัทลีโกอินสตรูเมนต(ประเทศไทย)จํากัด) โดยใชคอลัมนชนิด HP-5 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 50 เมตร ภายในเคลือบดวยเฟนิลเมทิลไซโลเซน

เขมขน 5 เปอรเซ็นต หนา 0.25 ไมโครเมตร เครื่องตรวจวัดชนิด Mass spectrometry (MS) 

วิเคราะหภายใตภาวะดังนี้ 

 อุณหภูมิเร่ิมตน  80oซ 

 อุณหภูมิข้ันที่ 1  16oซ ตอนาที จนอุณหภูมิ 240oซ คงไว 8 นาที โดยใชฮีเลียมเปนแกส

ตัวพาดวยอัตราเร็ว 2 มิลลิลิตรตอนาที        

3.10 การพิสูจนเอกลักษณของรา 

3.10.1 การเลี้ยงราเพื่อเตรียมสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

ถายราจากที่เก็บไวในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียงลงในจานเลี้ยงเชื้อ malt 

extract agar บมที่อุณหภูมิหองประมาณ 5-7 วัน เพื่อใหเชื้อเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อแลวใชเข็มงอ

ตัดชิ้นวุนขนาดเทาๆ กัน บริเวณปลายเสนใยปริมาณ 5-6 ชิ้น ใสในอาหารเหลว malt extract 

medium (MEA) ปริมาตร 100 มล. ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีลูกแกวอยูประมาณ 5 

ลูก หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30°ซ บนเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 130 รอบตอนาที เปน

เวลา 5-7 วัน 

นําชุดกรวยกรองตอเขากับเครื่องดูดสุญญากาศ จากนั้นวางกระดาษกรองลงบน

กรวยกรองแลวลางกระดาษกรองดวยเอธานอล 95% กรองแลวลางเสนใยของราดวยน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อ จากนั้นเก็บเสนใยไปไลโอฟไลซเพื่อใหไดเสนใยที่แหงพรอมจะนําไปสกัด  โครโมโซมอล

ดีเอ็นเอ 
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3.10.2 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากรา  

วิธีการดัดแปลงมาจากวิธีของ Reader และ Broda (1985) ดังนี้ นําเสนใยของราที่

ผานการไลโอฟไลซแลวจากในขอ 3.10.1 ปริมาณ 0.05 กรัม ใสในโกรงที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว

เติมไนโตรเจนเหลวลงไป บดเสนใยใหเปนผงละเอียด แลวถายใสหลอดไมโครฟวจเติมสารละลาย 

extraction buffer (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไป

มา จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรมปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการ

กลับหลอดไปมาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม

ไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย) แลวเติม RNaseA ความ

เขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรปริมาตร 0.05 เทาของสวนใส นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 

30 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรมในปริมาตรที่เทากับปริมาตรสุดทาย ผสมให

เขากันดวยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 

รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 10 นาที ถายเฉพาะสวนที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/

คลอโรฟอรมไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม และสกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรมอีก 1 คร้ัง 

หลังจากนั้นนําสวนใสที่อยูในหลอดไมโครฟวจหลอดใหมมาตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลาย

โซเดียมอะซีเตตคาความเปนกรด-ดาง 5.2 ความเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส 

และ absolute ethanol ที่เย็นปริมาตร 2 เทาของสวนใส กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาว

ของดีเอ็นเอปรากฏ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 15 

นาที เทสวนของโซเดียมอะซีเตตและเอธานอลทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่

เย็นปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปนลางที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 5 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง

สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนิท แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข3) โดยปริมาตรที่เติมข้ึนอยูกับปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็น

เอดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสซึ่งทําโดยเตรียมอะกาโรสเขมขน 1.5% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 

1XTAE เทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศแลวปลอยใหอะกาโรสเจล 

แข็งตัวประมาณ 30 นาที จากนั้นวางอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวม

สูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตามใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา 

หยอดดีเอ็นเอ และหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ลงในชองวิ่ง จากนั้นทํา   

อิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสี

น้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาจนเกือบสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดานหนึ่ง แลวยอม      

อะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที 
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ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation โปรแกรม Quantity One เวอรชัน 4.4.1 (Biorad, 

USA) 

3.10.3 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราที่สกัดไดจากขอ 3.10.2 เปนแมแบบในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช universal ITS ไพรเมอร ซึ่งไดแก ITS1 ITS4 ITS1-F และ ITS4-B (ตาราง

ที่ 3.1) ในการทําปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซ      

พอลิเมอเรสเปนดังนี้         

- 10X Taq DNA polymerase buffer                                       

(ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer) 5 ไมโครลิตร 

- สารละลาย ITS primer ดาน forward ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 1 ไมโครลิตร 

- สารละลาย ITS primer ดาน reverse ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

 

1 ไมโครลิตร 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของแตละชนิด 10 มลิลิโมลาร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 4 ไมโครลิตร 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร                     

(ความเขมขนสุดทาย 4 มิลลิโมลาร) 8 ไมโครลิตร 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 0.5 ไมโครลิตร 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.9.2 5 ไมโครลิตร 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 25.5 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ 50 ไมโครลิตร 
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ตารางที่ 3.1 โอลินิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในงานวิจัยนี้ (แหลงที่มา: Gardes และ Bruns, 1993) 

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร                      ลําดับนิวคลีโอไทด 

          ITS1 (forward) 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’  

          ITS4 (reverse) 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’  

         ITS1-F (forward) 5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ 

         ITS4-B (reverse) 5’-CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3’ 

  โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนดังนี้ 

  Hot start                    ที่อุณหภูมิ   94°ซ          เปนเวลา   5   นาที 

            denaturation               ที่อุณหภูมิ   94°ซ          เปนเวลา   1   นาที 

  annealing                   ที่อุณหภูมิ   48°ซ          เปนเวลา   1   นาที        35 รอบ 

 extention                    ที่อุณหภูมิ   72°ซ          เปนเวลา   2   นาที 

          final extention             ที่อุณหภูมิ   72°ซ          เปนเวลา   7   นาที 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

cycle) (Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟริซิสโดยวิธีเชนเดียวกับในขอ 3.10.2  

 3.10.4 การสกัดแยกผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ 

แยกผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.10.3 จากอะกาโรสเจล

ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany)   

ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ ตัดชิ้นอะกาโรสเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่ตองการ จากนั้น

เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักอะกาโรสเจลนําไปบมที่อุณหภูมิ 50°ซ  เปนเวลา 10 

นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลสลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาของ

น้ําหนักอะกาโรสเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาแลวถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน 

QIAquick spin column นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมน นําไปหมุน
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เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะ

หมุนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน จากนั้นยายคอลัมนมายังหลอด       

ไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลง

ตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 1 นาที จะไดสารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใส เก็บรักษาสารละลายของชิ้นดีเอ็นเอที่

อุณหภูมิ -20°ซ 

3.10.5 การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา 

หาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.10.4 โดยใชบริการ

ของบริษัท Macrogen (ประเทศเกาหลี) และ 1st Base (ประเทศมาเลเซีย) จากนั้นนําขอมูลลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวย

โปรแกรม BlastN เวอรชัน 2.2.15 แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดยโปรแกรม PHYLIP 

เวอรชัน 3572C เพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา 

 

 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ตัวอยางราและการแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

 จากการเก็บตัวอยางเห็ดที่เจริญบนทอนไมจากแหลงตางๆ  ในจังหวัดชลบุรี ระยอง และ

นครปฐม โดยเก็บตัวอยางทอนไม เศษไมที่มีลักษณะเปอยยุย หรือมีเนื้อไมสีขาวฟู เบา นํามาแยก

เชื้อใหบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA สามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได 52 ตัวอยาง ภาพตัวอยาง

เห็ดชนิดตางๆ ที่เก็บมาแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 ภาพตัวอยางเห็ดชนิดตางๆ 

 

  

 

 

F43 
 

F28 
 

F26 

 

F39 
 

F38 

F18 
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4.2 การคัดกรองราที่สามารถผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดส โดยการใชสีสามชนิดเปนสาร         
      ทดสอบ 

 เมื่อนําราทั้ง 52 สายพันธุจากขอ 4.1 มาเลี้ยงบนอาหาร MM ที่ผสมสีทดสอบ 3 ชนิดไดแก 

guaicol  phenol red หรือ azureB ใหผลดังแสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งพบวาสามารถแบงราตามผล

การทดลองนี้ไดเปน 5 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 สามารถเปลี่ยนสีอาหารไดครบทั้ง 3 ชนิดมีจํานวน 5 

สายพันธุคิดเปน 10 เปอรเซ็นต กลุมที่ 2 สามารถเปลี่ยนสีอาหารที่มี guaiacol และ azure B ไดมี

จํานวน 5 สายพันธุคิดเปน 10 เปอรเซ็นต กลุมที่ 3 สามารถเปลี่ยนสี guaiacol และ phenol red 

ไดมี 3 สายพันธุคิดเปน 6 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่ 4 สามารถเปลี่ยนสีของ guaiacol ไดเทานั้น 

แตไมสามารถเปลี่ยนสี azure B และ phenol red ได ซึ่งมีทั้งสิ้น 7 สายพันธุ คิดเปน 13 เปอรเซ็นต  

และกลุมที่ 5 ที่ไมสามารถเปลี่ยนสีของอาหารชนิดใดไดเลยมีจํานวนทั้งสิ้น 32 สายพันธุคิดเปน 61 

เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที่ 4.2 สําหรับราในกลุมที่ 1 ซึ่งพบวามีราจํานวน 5 สายพันธุจาก 52 สาย

พันธุที่สามารถเปลี่ยนสีอาหารไดครบทั้ง 3 สีได ไดแก ราสายพันธุ F8  F16  F18  F38 และ F52 ได

นําไปทดสอบการเจริญบนอาหารที่มีพีเอเอชตอไป  

ตารางที่ 4.1 แสดงผลการเปลี่ยนสีของอาหารโดยราชนิดตางๆ (+ เปลี่ยนสี, - ไมเปลี่ยนสี) 

ผลการเปลี่ยนสีของสีทดสอบแตละชนิดในเวลา 3 วัน 
เช้ือตัวอยาง 

guaiacol phenol red azureB 
F1 - - - 
F2 - - - 
F3 - - - 
F4 - - - 
F5 + - - 
F6 - - - 
F7 - - - 
F8 + + + 
F9 - - - 
F10 - - - 
F11 - - - 
F12 - - - 
F13 - - - 
F14 - - - 
F15 - - - 
F16 + + + 
F17 - - - 
F18 + + + 
F19 - - - 
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ตารางที ่4.1 (ตอ) แสดงผลการเปลีย่นสีของอาหารโดยราชนิดตางๆ (+ เปลี่ยนส,ี - ไมเปลีย่นส)ี 
 

ผลการเปลี่ยนสีของสีทดสอบแตละชนิดในเวลา 3 วัน 
เช้ือตัวอยาง 

guaiacol phenol red azureB 

F20 - - - 
F21 - - - 
F22 + - - 
F23 + - + 
F24 - - - 
F25 - - - 
F26 - - - 
F27 - - - 
F28 + + - 
F29 + + - 
F30 - - - 
F31 - - - 
F32 - - - 
F33 + + - 
F34 + - - 
F35 - - - 
F36 - - - 
F37 - - - 
F38 + + + 
F39 + - + 
F40 - - - 
F41 + - + 
F42 + + + 
F43 - - - 
F44 - - - 
F45 - - - 
F46 + - - 
F47 - - - 
F48 + - - 
F49 + - - 
F50 + - + 
F51 + - + 
F52 + - - 
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รูปที่ 4.2 แสดงเปอรเซ็นของราที่สามารถเปลี่ยนสีอาหารชนิดตางๆ 

 นอกจากนี้จากรายงานโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณของ ดวงเดือน 

สุพรรณชนะบุรี (2548) และสิริรัตน วิเศษคุปต (2548) ที่ไดใชวิธีเดียวกันนี้ในการคัดแยกราซึ่ง

สามารถผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดสได โดยดวงเดือนสามารถคัดแยกไดทั้งสิ้น 6 สายพันธุ ไดแก 

T8  T20  T21(2)  T35  T51 และ T52 และสิริรัตนสามารถคัดแยกไดทั้งสิ้น 8 สายพันธุ ไดแก S1  

S2  S3  S4  S5  S6  S7 และ S8  ซึ่งรา T8 T20 และ S5 ที่ผานการทดสอบการเปลี่ยนสีอาหารได

ครบทั้ง 3 สี และสามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดนั้นไดถูกนํามารวมทดสอบในขั้นตอไปดวย 

 

10%

61%

13%

6%

10%
ใหผลบวกกบั guaiacol  azure B และ phenol red

ใหผลบวกกบั guaiacol และ azure B 

ใหผลบวกกบั guaiacol และ phenol red

ใหผลบวกกบั guaiacol

ไมใหผลบวกกบัสีท้ังสามชนิด 

 

     ใหผลบวกกับ guaiacol azure B และ phenol red 
 

     ใหผลบวกกับ guaiacol และ azure B 
 

     ใหผลบวกกับ guaiacol และ phenol red 
 

     ใหผลบวกกับ guaiacol 
 

     ไมใหผลบวกกับสีทั้ง 3 ชนิด 

 



 52 

4.3 การคัดกรองราที่สามารถสลายสารผสมพีเอเอชสี่ชนิดในอาหารแข็งได 

การทดลองในขั้นนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความสามารถเบื้องตนในการเจริญของราใน

อาหารแข็ง MM ที่มีการเติมพีเอเอช  โดยใชราทั้ง 5 สายพันธุที่สามารถเปลี่ยนสีของอาหารไดครบ

ทั้ง 3 สีจากการทดลองที่ผานมา พรอมกับ T8 และ T20 (ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี, 2548) และ S5 

(สิริรัตน วิเศษคุปต, 2548) พบวาเมื่อนําราทั้ง 8 สายพันธุมาเลี้ยงบนอาหาร MM ที่มีการใสสาร

ผสมพีเอเอชลงไป 4 ชนิด ซึ่งประกอบดวยฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 

25 ppm พบวาราทั้ง 8 ชนิดนี้สามารถเจริญเติบโตได แตจะมีอัตราการเจริญเติบโตชากวาที่เจริญ

อยูบนอาหาร MEA โดยรา T8  F16 และ F18 ซึ่งจะเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง MEA 

ภายในเวลา 3 วัน แตเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MM ที่มีพีเอเอชใชเวลาในการเจริญมากกวา 10 วัน 

ในขณะที่รา F28  F38  F52  T8 T20 และ S5 ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง MEA จะใชเวลาในการเจริญ

ประมาณ 7 วันจึงจะเต็มจานเพาะเชื้อ แตเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MM ท่ีมีพีเอเอชก็ใชเวลา

มากกวา 10 วันเชนกัน  

จากการทดลองนี้เนื่องจากราทุกสายพันธุสามารถเจริญไดในอาหารแข็ง MM ที่มีพีเอเอช

ทั้ง 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm รวมเปน 100 

ppm จึงไดนําราทั้ง 8 สายพันธุนี้ไดแก  F8  F16  F18  F38  F52  T8  T20 และ S5 ไปทดสอบ

ความสามารถในการสลายพีเอเอชในอาหารเหลวตอไป 

4.4 การทดสอบความสามารถในการสลายพีเอเอชในอาหารเหลว 

  การทดลองในขั้นนี้มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบผสมในอาหาร

เหลวโดยรา 8 สายพันธุจากการทดลองในหัวขอ 4.3 ซึ่ง ไดแก F8  F16  F18  F38  F52  T8  T20 

และ S5 โดยใชพีเอเอชแบบผสมซึ่งมีการเติมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน         

ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm รวมเปน 100 ppm ในสภาพเขยาในที่มืดที่อุณหภูมิ 30oซ 

เปนเวลา 15 วัน 

  จากการทดลองพบวามีรา 4 สายพันธุที่สามารถยอยสลายพีเอเอชไดดีและสรางสาร      

มัธยันตรใหเห็นอยางเดนชัด ไดแก รา F18  S5  T8 และ T20 โดยมีรายละเอียดแสดงดังตอไปนี้ 
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  จากการวิเคราะหดวย HPLC พบวาเมื่อเวลาผานไป 15 วัน รา F18 สามารถยอยสลาย   

พีเอเอชแบบผสมปริมาณเริ่มตนชนิดละ 25 ppm ได โดยสังเกตไดจากมี peak ของสารมัธยันตร

เกิดขึ้นมาใหเห็นเดนชัดที่ retention time เทากับ 4.2 นาทีดังแสดงในรูปที่ 4.3 (ก) และมี peak 

ขนาดเล็กเกิดขึ้นอีกหลาย peak กอน peak เดนนี้ดวย โดยที่สารพีเอเอชตั้งตน ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.3 

(ข) เทากับ 42.32  15.38  14.03 และ 13.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ  

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา F18 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  รา S5 สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได โดยมี peak ของสารมัธยันตรเกิดขึ้นมาที่ 

retention time เทากับ 4.2 นาที และ 3.27 ดังแสดงในรูปที่ 4.4 (ก) โดยที่สารพีเอเอชตั้งตน ไดแก 

ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน  มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมดังแสดงใน

รูปที่ 4.3 (ข) เทากับ 25.87 29.30 35.09 และ 38.02 เปอรเซ็นตตามลําดับ จากปริมาณพีเอเอช

เร่ิมตนชนิดละ 25 ppm เมื่อทดลองเปนเวลา 15 วัน   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา S5 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  รา T8 สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได โดยมี peak ของสารมัธยันตรที่เดนชัด 3 

peak เกิดขึ้นมาที่ retention time เทากับ 3.1  3.5 และ 3.8 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.5 (ก) และยังมี 

peak เล็กๆ อีกหลาย peak ที่อยูกอน peak เดน 3 peak นี้ดวย นอกจากนี้จากโครมาโตรแกรมใน

รูปที่ 4.5 (ก) ก็ยังไมพบสารพีเอเอชตั้งตน ไดแก ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน 

เหลืออยูดวยนั่นคือปริมาณพีเอเอชทุกชนิดลดลง 100 เปอรเซ็นต จากปริมาณพีเอเอชเริ่มตนชนิด

ละ 25 ppm เมื่อทดลองเปนเวลา 15 วัน ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพที่ดีของเชื้อ T8 เปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.5 (ข) 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา T8 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  สวนรา T20 สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได โดยมี peak ของสารมัธยันตรที่เดนชัด 2 

peak เกิดขึ้นมาที่ retention time เทากับ 3.2 และ 4.2 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.6 (ก) นอกจากนี้ยังมี 

peak เล็กๆ อีกหลาย peak ที่อยูกอนและหลัง peak เดน 2 peak นี้ดวย โดยที่สารพีเอเอชตั้งตน 

ไดแก ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมดังแสดง

ในรูปที่ 4.6 (ข) เทากับ 97.04 59.68 39.51และ 47.64 เปอรเซ็นตตามลําดับจากปริมาณพีเอเอช

เริ่มตนชนิดละ 25 ppm เมื่อทดลองเปนเวลา 15 วัน และพบวาฟลูออรีนลดปริมาณลงมากอยางเห็นได

ชัดดังแสดงในรูปที่ 4.6 (ก) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา T20 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแกฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 

 

สา
รมั

ธย
ันต

ร 

ฟล
ูออ

รีน
 

ฟแ
นน

ทร
นี ฟล
ูออ

แร
นธ

ีน 

ไพ
รีน

 

 

ฟล
ูออ

รีน
 ฟแ

นน
ทร

นี 

ฟล
ูออ

แร
นธ

ีน 

ไพ
รีน

 

 (ก) 

 (ข) 



 57 

  จากการทดลองเหลานี้แสดงใหเห็นวาราทั้ง 4 สายพันธุสามารถยอยสลายพีเอเอชแบบ

ผสม 4 ชนิดดังกลาว ในเวลา 15 วันได ดังรูปที่ 4.3-4.6 โดยพบวาจะเกิดสารมัธยันตรขึ้นมาหลาย

ชนิดซึ่งยากที่จะบอกไดวาสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นคืออะไรและเกิดจากการยอยสลายพีเอเอชชนิดใด 

ดังนั้นเพื่อตรวจสอบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดยละเอียด จึงไดนําราทั้ง 4 สายพันธุนี้ไปทดสอบการ

ยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวในการทดลองขั้นตอไป  

  เมื่อนําราทั้ง 4 ชนิดมาทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวของ ฟลูออรีน        

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 100 ppm เปนเวลา 15 วัน พบวา S5  T8 และ T20 

สามารถยอยสลายพีเอเอชได 3 ชนิด โดยที่ S5 ไมสามารถยอยสลายฟลูออแรนธีนได T8 และ T20 

ไมสามารถสลายไพรีนได ในขณะที่ F18 สามารถยอยไดชนิดเดียวคือฟลูออรีน ซึ่งรายละเอียดการ

ยอยสลายพีเอเอชของราแตละสายพันธุมีดังนี้ 
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  F18 สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดชนิดเดียวแตไดมากถึง 90 เปอรเซ็นต และมี peak 

ของสารมัธยันตรเกิดขึ้น 4 peak ใหญที่เห็นไดชัดที่ retention time เทากับ 1.887 2.367 2.613 

และ 2.981 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.7 B) โดยที่ฟลูออรีนมีคา retention time เทากับ 7.4 นาที 

(peak ที่ม ีretention time เทากับ 8.5 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการ

สกัด) โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา F18 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak ของ

ฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  T8 สามาถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และ ฟลูออแรนธีนได 72 95 และ 50เปอรเซ็นต

ตามลําดับ โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.8  4.9 และ 4.10 

  T8 ยอยสลายฟลูออรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัดที่ retention time เทากับ 3.21 (ลูกศรสีขาว

รูปที่ 4.8 B) และมี peak ต่ําๆ ของสารมัธยันตรเกิดกอนและหลัง peak เดนนี้ดวย โดยที่ฟลูออรีน 

มีคา retention time เทากับ 7.13 นาที (ลูกศรสีดํา) ดังแสดงในรูปที่ 4.8 B (peak ที่มี retention 

time เทากับ 9.96 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

  

รูปที่ 4.8 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา T8 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 

   

 

 

 

A 
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  T8 ยอยสลายฟแนนทรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 1 peak ที่ retention time เทากับ 2.6 

(ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.9 B) โดยที่ฟแนนทรีนมีคา retention time เทากับ 7.3 นาที (ลูกศรสีดํา) ดัง

แสดงในรูปที่ 4.9 B (peak ที่มี retention time เทากับ 10.03 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบ

ประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.9 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟแนนทรีน โดยรา T8 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟแนนทรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  T8 ยอยสลายฟลูออแรนธีนไดและเกิดสารมัธยันตร 2 peak ที่มีคา retention time เทากับ 

2.4 และ 4.6 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.10 B) โดยที่ฟลูออแรนธีนมีคา retention time เทากับ 9.4 

นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.10 B (peak ที่มี retention time เทากับ 9.9 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อ

เทียบประสทิธิภาพของการสกัด) 

 

 
 

รูปที่ 4.10 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออแรนธีน โดยรา T8 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟลูออแรนธีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  T20 สามาถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได โดยมีปริมาณที่ลดลง 83  

84 และ 31 เปอรเซ็นตตามลําดับ โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.11  4.12 และ 

4.13 

  T20 ยอยสลายฟลูออรีนไดและเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 3 peak ที่ retention time เทากับ 

1.6 3.2 และ 4.2 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.11 B) โดยที่ฟลูออรีน มีคา retention time เทากับ 9.6 

นาที  ดังแสดงในรูปที่ 4.11 B 

 

 

 

   

 

 
     
รูปที่ 4.11 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา T20 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร)  
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  T20 ยอยสลายฟแนนทรีนไดและเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 6 peak ที่ retention time 

เทากับ 1.9  2.4  2.9  3.2  4.5 และ 6.4 (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.12 B) โดยที่ฟแนนทรีนมีคา retention 

time เทากับ 10.2 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.12 B (peak ที่มี retention time เทากับ 9.9 เปนไพรีนที่

มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.12 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟแนนทรีน โดยรา T20 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟแนนทรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร)  
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  T20 ยอยสลายฟลูออแรนธีนเกิดสารมัธยันตร 8 peak ที่มีคา retention time เทากับ 2.01  

2.5  2.7  2.9  3.3  4.5 และ 4.6 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.13 B) โดยที่ฟลูออแรนธีนมีคา retention 

time เทากับ 9.4 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.13 B (peak ที่มี retention time เทากับ 10.2 เปนไพรีนที่

มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.13 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออแรนธีน โดยรา T20 A=ชุดทดลองวันที่ 0, 

B=ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟลูออแรนธีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร)  
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  S5 สามารถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนได 60  78 และ 85 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.14  4.15 และ 4.16 

  S5 ยอยสลายฟลูออรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัดที่ retention time เทากับ 2.2 (ลูกศรสีขาว

รูปที่ 4.14 B) โดยที่ฟลูออรีนมีคา retention time เทากับ 6.5 นาที ดงัแสดงในรูปที่ 4.14 B (peak 

ที่มี retention time เทากับ 9.1 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา S5 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 

   

 

 

 

 

 

 

D 

B 

 

 

A 

C 



 66 

  S5 ยอยสลายฟแนนทรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัดที่ retention time เทากับ 2.3 (ลูกศรสี

ขาวรูปที่ 4.15 B) โดยที่ฟแนนทรีนมีคา retention time เทากับ 7.2 นาที  ดังแสดงในรูปที่ 4.15 B 

(peak ที่มี retention time เทากับ 9.8 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการ

สกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟแนนทรีน โดยรา S5 A=ชุดทดลองวนัที ่0, B=ชดุ

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟแนนทรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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S5 ยอยสลายไพรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 5 สารที่ retention time เทากับ 2.3  2.9  3.0  

3.5 และ 5.08 (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.13 B) โดยที่ไพรีนมีคา retention time เทากับ 10.4 นาที ดัง

แสดงในรูปที่ 4.16 B (peak ที่มี retention time เทากับ 7.3 เปนฟลูออรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบ

ประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายไพรีน โดยรา S5 A=ชุดทดลองวันที่ 0,B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของไพรีน  และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 

  จากผลการทดลองยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวทั้งหมดสามารถสรุปไดวารา F18 

สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดเพียงชนิดเดียว แตสามารถยอยสลายไดในปริมาณที่สูงถึง 90

เปอรเซ็นตภายในระยะเวลา 15 วัน ในขณะที่ T8  T20 และ S5 สามารถยอยสลายพีเอเอชไดถึง 3 

ชนิดจาก 4 ชนิดที่ไดทําการทดลอง โดยที่ T8 และ T20 สามารถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน 

และฟลูออแรนธีน ไดเหมือนกันแตยอยสลายไดในอัตราที่ตางกันในขณะที่ S5 สามารถยอยสลาย

ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และ ไพรีนได  แสดงดังรูปที่ 4.17 
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รูปที่ 4.17 แสดงปริมาณพเีอเอชที่ลดลงในวนัที ่15 จากการยอยสลายพีเอเอช 4 ชนิด แบบ 

                      แยกเดี่ยวของรา 4 ชนิด  

 

 จากผลการทดลองเหลานี้จะเห็นวา ถึงแม F18 จะสามารถยอยสลายฟลูออรีนไดดีที่สุดแต

เชื้อนี้ไมสามารถยอยสลายพีเอเอชชนิดอ่ืนๆ ไดเลย จึงไมเลือกเชื้อนี้ไปทดสอบในข้ันตอๆ ไป สวน 

T8 และ T20 สามารถยอยสลาย ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได แตไมสามารถยอย

สลายไพรีนได ในขณะที่เชื้อ S5 สามารถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนได แตยอย

สลายฟลูออแรนธีนไมได เชื้อทั้ง 3 ชนิดนี้ก็นาจะสามารถนําไปประยุกตใชรวมกันเพื่อยอยสลาย

สารผสมพีเอเอชทั้งสี่ชนิดได  
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4.5 ผลของปริมาณสายใยราตอการลดลงของพีเอเอช 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณของพีเอเอชในสภาพที่มี

ปริมาณสายใยราที่แตกตางกันโดยใชรา T8 และ T20 ที่ไดคัดเลือกมาจากการทดลองขางตน โดย

แบงการทดลองเปน 3 ชุดคือ ชุดที่ 1 ใสเชื้อ 3 กรัม ชุดที่ 2 ใสเชื้อ 6 กรัม และชุดที่ 3 ใสเชื้อ 9 กรัม  

ผลการทดลองของรา T8 แสดงดังรูปที่ 4.18  ซึ่งพบวา ในการทดลองชุดที่ 1 ที่ใสเชื้อ 3 

กรัม มีเปอรเซ็นตของพีเอเอชลดลงนอยที่สุดโดยมีฟลูออรีนเพียงชนิดเดียวที่ลดลงเพียง 5 

เปอรเซ็นต ชุดที่ 2 ที่ใสเชื้อ 6 กรัม มีการลดลงของฟลูออรีน 18 เปอรเซ็นต และ ฟแนนทรีน 1 

เปอรเซ็นต ชุดทดลองที่ 3 มีการลดลงของพีเอเอชทั้ง 4 ชนิด โดยมีเปอรเซ็นตที่ลดลงของฟลูออรีน 

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน เปนปริมาณ 77 38 32 และ 33 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งจะ

เห็นวาเมื่อปริมาณสายใยมากขึ้นปริมาณพีเอเอชมีแนวโนมที่จะลดลงมากขึ้นดวย 

ปริมาณสายใยรา T8 ตอการลดลงของพีเอเอช
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   รูปที ่4.18 กราฟแสดงเปอรเซ็นตของพเีอเอชแตละชนิดที่ลดลงโดยรา T8 ที่นาํไปนึ่งฆาเชื้อ 
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 สําหรับการทดลองของรา T20 แสดงดังรูปที่ 4.19 ซึ่งมีการลดลงของพีเอเอชมากที่สุดใน

ชุดทดลองที่ใสเชื้อ 6 กรัม โดยมีอัตราการลดลงของฟลูออรีน 70 เปอรเซ็นต และฟแนนทรีน 23 

เปอรเซ็นต  สวนผลการทดลองที่ใสเชื้อปริมาณ 3 กรัม และ 9 กรัม พบวามีการลดลงของฟลูออรีน

เพียงชนิดเดียว จากผลการทดลองเหลานี้ไมพบความสัมพันธที่ชัดเจนระหวางปริมาณสายใยราตอ

การลดลงของพีเอเอช 
 

ปริมาณสายใยรา T20 ตอการลดลงของพีเอเอช
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รูปที่ 4.19 กราฟแสดงเปอรเซ็นตของพเีอเอชแตละชนิดที่ลดลงโดยรา T20 ทีน่ําไปนึง่ฆาเชื้อ 
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4.6 การทดสอบปริมาณพีเอเอชสูงสุดที่ราสามารถอยูรอดได 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาปริมาณสูงสุดของพีเอเอชที่รา T8 และ T20 สามารถมี

ชีวิตอยูและเจริญไดโดยใชพีเอเอชแบบแยกเดี่ยว ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และ

ไพรีน ที่ความเขมขนตั้งแต 25  50  100  300 และ 500 ppm  

จากการทดลองหาการมีชีวิตรอดของราที่ทําโดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อรา T8 และ T20 ที่เล้ียง

ในพีเอเอชแตละชนิดที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 วัน มาหยดลงบนอาหาร MEA พบวารา T8 

และ T20 สามารถเจริญไดจนถึงความเขนขนสูงสุดของพีเอเอชที่ทดสอบคือ 500 ppm ในทุกชนิด

ของพีเอเอชบนอาหาร MEA 

 เมื่อนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหลือในแตละชนิดไปกรอง และอบแหงเพื่อหาน้ําหนักแหงของรา

พบวาในรา T8 ใหผลดังแสดงในรูปที่ 4.20 ซึ่งเจริญไดดีที่สุดเมื่อเล้ียงในฟลูออรีน และฟแนนทรีน 

ที่ความเขมขน 25 ppm  เมื่อเลี้ยงในฟลูออแรนธีนเจริญไดดีที่สุดในชวง 50-100 ppm สวนใน

ไพรีน  เจริญไดดีที่สุดในชวงความเขมขน 100 ถึง 300 ppm  

สําหรับรา T20 ในการทดลองที่เลี้ยงในฟลูออรีน ไพรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีน 

เจริญไดดีที่สุดที่ความเขมขน 25 ppm  25ppm 100 ppm และ 300 ppm ตามลําดับ ดังแสดงใน

รูปที่ 4.21 
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นํ้าหนักแหงของรา T8 ท่ีเจริญในพีเอเอชแตละชนิดท่ีความเขมขนตางๆ
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รูปที่ 4.20  กราฟแสดงน้าํหนักแหงของรา  T8  ที่เจริญในฟลูออรีน (ก), ฟแนนทรนี (ข), 

                              ฟลอูอแรนธนี (ค) และไพรนี (ง) ที่ความเขมขน 25, 50, 100, 300 และ 500 ppm 

 

 

นํ้าหนักแหงของรา T20 ท่ีเจริญในพีเอเอชแตละชนิดท่ีความเขมขนตางๆ
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รูปที่ 4.21  กราฟแสดงน้าํหนักแหงของรา  T20 ที่เจริญในฟลูออรีน (ก), ฟแนนทรนี (ข),             

                        ฟลอูอแรนธนี (ค) และไพรนี (ง) ทีค่วามเขมขน 25, 50, 100, 300 และ 500 ppm 
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4.7 การวิเคราะหสารมัธยันตรในระหวางการสลายสารผสมพีเอเอชแตละชนิดแบบแยกเดี่ยว 

 ในเบื้องตนนี้ตองการทดสอบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายพีเอเอชโดยรา T8 

และ T20 วาเปนสารใด ในงานวิจัยนี้จึงเลือกที่จะทดสอบสารมัธยันตรของพีเอเอชเพียงชนิดเดียว

กอนคือ ฟลูออรีน จากรูปที่ 4.8 B และ 4.11 B จะเห็น peak ของสารมัธยันตรที่เดนชัด ซึ่งนาจะ

เหมาะสมตอการวิเคราะหสารมัธยันตรในเบื้องตนนี้ โดยในขั้นแรกไดเล้ียงราทั้ง 2 สายพันธุนี้เพื่อหา

วันที่เชื้อผลิตสารสารมัธยันตรไดมากที่สุดซึ่งไดผลดังนี้ 

ผลจากโครมาโตแกรมของการยอยสลายฟลูออรีนของรา T8 เร่ิมพบสารมธัยนัตรตัง้แตวนัที ่6 

แตปริมาณคอนขางนอย และจะผลิตไดมากอยางเดนชัดในวันที่ 24 จากการเลี้ยงทั้งหมด 30 วัน ซึ่ง

เมื่อผานไป 30 วันก็ยังมีฟลูออรีนเหลืออยู  โดยสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนมีคา retention time ที่ 3.25 

นาที และสารตั้งตนฟลูออรีน มีคา retention time ที่ 9.61 นาที แสดงดังรูปที่ 4.22  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.22 HPLC โครมาโตแกรมแสดงการยอยสลายฟลอูอรีนในวนัที ่24 โดยรา T8 

                         (ลูกศรสีดําชี ้peak ของฟลอูอรีน และลกูศรสีขาวชี ้peak ของสารมธัยนัตร) 

และจากโครมาโตแกรมของการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 เร่ิมพบสารมัธยันตร 1 peak 

ที่เดนชัดตั้งแตวันที่ 3 โดยสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นมีคา retention time ที่ 3.25 นาทีเชนเดียวกับที่พบ

จากการยอยสลายของรา T8 ดังรูปที่ 4.23 สารมัธยันตรที่ peak นี้มีปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ และเมื่อถึง

วันที่ 21 ถึง 30 จะพบจํานวน peak ของสารมัธยันตรเพิ่มข้ึน โดยในวันที่ 30 มีสารมัธยันตรเกิด 

ประมาณ 8 peak สวนฟลูออรีนที่เปนสารตั้งตนเหลืออยูปริมาณนอยมาก และ peak ที่เดนชัด peak 

เดียวในวันที่ 3 ก็ลดปริมาณลงแสดงดังรูปที่ 4.24  
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รูปที่ 4.23 โครมาโตแกรมแสดงการยอยสลายฟลูออรีน ในวนัที ่3 โดยรา T20 

                                 (ลูกศรสีดําชี ้peak ของฟลูออรีนและลูกศรสขีาวชี ้peak ของสารมัธยนัตร) 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.24 โครมาโตแกรมแสดงการยอยสลายฟลูออรีนในวนัที ่30 โดยรา T20 

                                 (ลูกศรสีดําชี ้peak ของฟลูออรีน และลกูศรสีขาวชี้ peak ของสารมธัยนัตร)

  

  

 

2,294,954 

 

690,973 
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 จากผลที่กลาวมาขางตนแสดงใหเห็นวารา T20 สามารถยอยสลายฟลูออรีน และเกิดสาร       

มัธยันตรในระยะเวลาที่เร็วกวารา T8 จึงไดนํารา T20 ไปเล้ียงขยายปริมาณเพื่อใหไดสารมัธยันตรที่

เพียงพอในการนําไปพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตร โดยเลี้ยงรา T20 ในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด

ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ที่มีการผสมฟลูออรีน 100 ppm ลงไป เปนเวลา 3 วัน และนําอาหารเลี้ยงเชื้อ

ทั้งหมดมาสกัดดวยเอธิลอะซิเตท หลังจากนั้นไดนําสารที่สกัดไดทั้งหมดมาแยกโดย HPLC เฉพาะ peak 

ของสารมัธยันตรที่เดนชัดเพียง peak เดียวคือ peak ที่มี retention time 3.25 และนําไปวิเคราะหความ

บริสุทธิ์อีกครั้งดวย TLC และ HPLC เปรียบเทียบกับพีเอเอชมาตรฐานซึ่งไดแก 9-ฟลูออรีนอล และ           

9-ฟลูออรีโนน ซึ่งมีรายงานไววาเปนสารมัธยันตรที่พบในวิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา (Garon และ

คณะ, 2000; Cerniglia และ Sutherland, 2001) ผลจากการวิเคราะหดวย TLC แสดงแถบของสาร      

มัธยันตรที่สกัดไดเพียงแถบเดียวโดยมีคา Rf เทากับ 0.71 ดังแสดงในรูปที่ 4.25(4) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐานไดแก 9-ฟลูออรีโนน และ 9-ฟลูออรีนอล  พบวาสารมัธยันตรมีคา Rf ที่เทากับสาร

มาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งมีคาเทากับ 0.71 เชนกันดังแสดงในรูปที่ 4.25(2) และเมื่อนําสารมัธยนัตรไป

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานดังกลาวดวย HPLC ก็พบวาสารมัธยันตรที่สกัดไดให peak หลักเพียง 

peak เดียวที่ retention time เทากับ 3.25 ดังแสดงในรูปที่ 4.26(ก) ซึ่งมีคา retention time เทากับ         

9-ฟลูออรีนอล ดังแสดงในรูปที่ 4.26(ข) จากผลการทดลองนี้เสนอแนะไดวาสารมธัยนัตรทีเ่กดิข้ึนจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 นาจะเปน 9-ฟลูออรีนอล  

 

 

 

 

 

ระบบตัวทาํละลาย : โทลอีูน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซิติกเขมขน 
                                       : 90:25:4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) 

รูปที่ 4.25 TLC โครมาโตรแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันตรที่ไดจากการยอยสลายฟลูออรีน

โดยรา T20 (4) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ (1) สารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล 

(2) และสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน (3)  

0.71 

 (1)       (2)       (3)       (4)        

Rf 

 

0.73 
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รูปที่ 4.26 HPLC โครมาโตรแกรมแสดงความบริสุทธิ์และ retention time ของสารมัธยันตรที่ได

จากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 (ก) เทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล (ข) 

 เพื่อยืนยันผลการวิเคราะหโดย TLC และ HPLC จึงไดวิเคราะหสารมัธยันตรเพิ่มเติมดวย

วิธี GC-MS เพื่อวิเคราะหลักษณะการแตกตัวและน้ําหนักโมเลกุลที่เกิดขึ้นของสารมัธยันตรจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 และจากผลการทดลองพบวาสารมัธยันตรที่ไดดังรูปที่ 4.27 (ก) มกีาร

แตกตัวที่เหมือนกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล ดังแสดงในรูปที่ 4.27 (ข) โดยมีคา m/z เทากับ 63 

76 91 126 152 และ 181 

 

 

ก 

ข 
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รูปที่ 4.27 GC-MS โครมาโตรแกรมแสดงการแตกตัวของสารมัธยันตรที่ไดจากการยอยสลาย  

                 ฟลูออรีนโดยรา T20 (ก) เทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล (ข) 

  

นอกจากนี้ในลําดับตอมาไดใชนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโกป (1H-NMR 

Spectroscopy) วิเคราะหโครงสรางโมเลกุลของสารมัธยันตรโดยการเกิดอันตรกิริยา (interaction) 

ระหวางรังสีแมเหล็กไฟฟาในชวงคลื่นวิทยุกับนิวเคลียสที่เกาะอยูที่ตําแหนงตางๆ ในโมเลกุลขณะ

วางอยูในสนามแมเหล็ก โดยอาศัยหลักการที่วานิวเคลียสมีสมบัติทางสนามแมเหล็กตางกัน 

เนื่องจากมีสภาวะแวดลอมทางเคมีตางกัน สเปกตรัมซ่ึงเปนผลของการดูดกลืนรังสีแมเหลก็ไฟฟาที่

ความถี่ตางๆ ซึ่งผลจากการวิเคราะหแสดงดังรูปที่ 4.28 จากผลของสเปกตรัมสามารถยืนยันไดวา

สารมัธยันตรที่เกิดมีโครงสรางเปน 9-ฟลูออรีนอล  โดย peak ที่เกิดในชวง 7-8 แสดงถึงตําแหนง

ของไฮโดรเจนที่ติดอยูกับวงอะโรมาตกิ สวน peak ที่เกิดในชวง 5-6 แสดงถึง benzylic ไฮโดรเจนที่

เปนหมูไฮดรอกซิล เนื่องจากอยูในชวงที่กวางมากคือ 0.5-5.0 เพราะไฮโดรเจนสามารถเปลี่ยน

ตําแหนงที่เกาะไปตามความเขมขนของสารตัวอยางได 

จากผลการวิเคราะหสารมัธยันตรดวยวิธีตางๆ คือ TLC  HPLC  GC-MS และ NMR ใหผล

ที่สนับสนุนกันวาสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 เปน 9-ฟลูออรีนอล 
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รูปที่ 4.28  1H-NMR  สเปกตรัมของสารมัธยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20  
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4.8 การพิสูจนเอกลักษณของรา 

4.8.1 การทาํปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 

การทดลองนี้ไดนํารา 4 สายพันธุที่ไดทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบผสมในอาหาร

เหลวจากการทดลองที่ 4.4 มาเพิ่มปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS ของราเพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา

เหลานี้  

สําหรับราสายพันธุ F18 ไดใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 (ตารางที่ 3.1) ในการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.10.3 หลังดําเนินปฏิกิริยาลูกโซ             

พอลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดัง

แสดงในรูปที่ 4.29 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 700 คูเบส (ชองที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.29 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ F18  

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker 

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ F18 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 
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  468 
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  339 

  264 

คูเบส 1 2 
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สายพันธุ S5 ไดใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 (ตารางที่ 3.1) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 

4.30 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 800 คูเบส (ชองที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4.30 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ S5 

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker 

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ S5 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 
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สายพันธุ T8 ไดใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 และคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 (ตารางที่ 

3.1) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.31 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 700 คูเบส

จากคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 (ชองที่ 2) และประมาณ 800 คูเบสจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

(ชองที่ 3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 4.31 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ T8  

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 และคูไพรเมอร 

ITS1-F กับ ITS4 

 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker  

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ T8 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 

ชองที่ 3   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ T8 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 
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สายพันธุ T20 ไดใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 (ตารางที่ 3.1) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 

4.32 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 800 คูเบส (ชองที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.32 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ T20  

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker  

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ T20 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 
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 4.8.2  การหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ F18 (ภาคผนวก ค1) จาก

ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดใน

ฐานขอมูล Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.33 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ

ดังกลาวของรา F18 มีความเหมือน 100 เปอรเซ็นตกับ Curvularia affinis (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AF071335)         

>gb|AF071335.1|AF071335 Curvularia affinis 18S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length=527, Score =  951 bits (1054),  Expect = 0.0 

 Identities = 527/527 (100%), Gaps = 0/527 (0%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.33 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 ของราสายพันธุ F18 กับ Curvularia affinis 

(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF071335)     
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และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ F18 มาสราง phylogenetic 

tree เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมา โดยใชโปรแกรม PHYLIP 

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.34 ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ F18 มีความ

เหมือนกับรา Curvularia affinis ที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตความเชื่อมั่นที่ 100 เปอรเซ็นต จากการ

ทดลองนี้จึงสรุปไดวาราสายพันธุ F18 นาจะเปน Curvularia affinis  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.34 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ F18 

  

 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 (ภาคผนวก ค2) จากผลิตภัณฑ 

PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.35 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ

รา T20 มีความเหมือน 90 เปอรเซ็นตกับ Phanerochaete sordida (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AB210078)     

 

AF163080.1

AF502856.1

F18

AF071335.1

100

92

98

AF071339.1

AF163091.1

AY923860.1

AY004777.1

AY253918.1

74

62

57

23

16 Curvularia affinis  

F18 

Plethodon cinereus isolate PCP4  

Curvularia heteropogonicola  

Cochliobolus lunatus  

Cochliobolus ellisii  

Cochliobolus australiensis  

Bipolaris tetramera  

Bipolaris spicifera  
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>dbj|AB210078.1| Phanerochaete sordida genes for 18S ribosomal RNA, internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 2, 25S ribosomal 

RNA, partial and complete sequence, strain:TMIC34892 

Length=756, Score =  996 bits (1104),  Expect = 0.0 

 Identities = 677/748 (90%), Gaps = 23/748 (3%) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.35 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 ของราสายพันธุ T20 กับ Phanerochaete 

sordida (หมายเลขเขาถึงของ GenBank AB210078)     
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และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 มาสราง phylogenetic 

tree เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมา โดยใชโปรแกรม PHYLIP 

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.36 ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 มีความ

เหมือนกับรา Phanerochaete ericina ที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตความเชื่อมั่นที่ 95 เปอรเซ็นต 

สามารถคาดเดาไดวา T20 มีสายวิวัฒนาการเชนเดียวกับเชื้อในสกุล Phanerochaete sp. ซึ่งจัด

อยูในราไวทรอทที่สามารถสรางเอนไซม ligninolytic ได 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

รูปที่ 4.36 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ T20 

 

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 (ภาคผนวก ค3) จากผลิตภัณฑ PCR 

ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.37 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ

รา S5 มีความเหมือน 91 เปอรเซ็นตกับ Lentinus tiginus (หมายเลขเขาถึงของ GenBank 

AF516518)       
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Phanerochaete sordida  

Oudemansiella canarii  

T20 

Phanerochaete ericina  

Rhizochaete filamentosa  

Phanerochaete chrysosporium strain KCTC 6728  
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>gb|AF516518.1|  Lentinus tigrinus LE(BIN)0861 SBI 5 18S ribosomal RNA gene, partial  

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length=1021, Score =  924 bits (1024),  Expect = 0.0 

Identities = 614/673 (91%), Gaps = 34/673 (5%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.37  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 ของราสายพันธุ S5 กับ Lentinus tiginus 

(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF516518)       
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 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 มาสราง phylogenetic tree 

เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมาโดยใชโปรแกรม PHYLIP     

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.38  ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 มคีวาม

เหมือนกับราในสกุล Lentinus มากที่สุดโดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนที่ 91 เปอรเซ็นต ที่คาความ

เชื่อมั่นเทากับ 96 เปอรเซ็นต 

 

 

รูปที่ 4.38 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ S5 

 

 

 

 

 

Rhizopus oryzae 
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Polyporus brumalis 
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ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 (ภาคผนวก ค4) จากผลิตภัณฑ PCR 

ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.39 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ

รา T8 มีความเหมือน 98 เปอรเซ็นตกับ Phanerochaete sordida (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AF475148)       

>gb|AF475148.1|  Phanerochaete sordida strain KCTC 6713 18S ribosomal RNA gene,  

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length=644, Score = 1077 bits (1194),  Expect = 0.0 

 Identities = 621/632 (98%), Gaps = 5/632 (0%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.39  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 ของราสายพันธุ T8 กับ Phanerochaete 

sordida (หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF475148)    
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เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 มาสราง phylogenetic tree 

เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมาโดยใชโปรแกรม PHYLIP     

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.38 ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 มีความ

เหมือนกับราในสกุล Phanerochaete sp. มากที่สุดโดยมีคาความเชื่อมั่นเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.40 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ T8 

 

 

Phanerochaete sordida 

T8 

Phanerochaete magnoliae 

Phanerochaete australis 

Phanerochaete chrysosporium 

Oudemansiella canarii 

Aspergillus niger 

Phlebia subserialis 



บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาสายพันธุของราที่สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได 

โดยในขั้นแรกไดคัดแยกราจากธรรมชาติ แลวนําไปทดสอบการเจริญไดบนอาหารแข็งที่ผสมสีซึ่งมี

โครงสรางคลายพีเอเอช และอาหารแข็งที่มีพีเอเอชแบบผสม 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออแรนธีน และไพรีนชนิดละ 25 ppm เชื้อที่ผานการทดสอบในขั้นตนไดนําไปทดสอบการยอย

สลายพีเอเอชในอาหารเหลวที่มีพีเอเอชแบบผสม 4 ชนิดเชนกัน และจากนั้นนําไปทดสอบการยอย

สลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวเพื่อใชพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตรจากการยอยสลายของราโดย

ใช TLC  HPLC  GC-MS และ 1H-NMR นอกจากนี้มีการทดสอบผลของปริมาณสายใยราตอการ

ลดลงของพีเอเอช และทดสอบปริมาณสูงสุดที่ราสามารถทนได รวมทั้งไดพิสูจนเอกลักษณของรา

ที่ใชในการทดสอบดวย 

ในขั้นแรกซึ่งเปนการคัดแยกราที่นาจะมีความสามารถในการยอยสลายพีเอเอช โดยอาศัย

หลักการที่วาพีเอเอชมีโครงสรางโมเลกุลที่คลายคลึงกับลิกนิน และราที่สามารถสลายลิกนินไดก็

นาจะสลายพีเอเอชไดเชนกัน ในการพิจารณาเชื้อราที่ตองการนํามาทดลองในเบื้องตนใชการ

พิจารณาจากการสังเกตลักษณะของไมที่มีรานั้นๆ อยูตองมีลักษณะเปราะ เบา และเปนสีขาว 

เนื่องจากสภาพดังกลาวของไมเกิดจากการที่ลิกนินถูกยอยสลายไป ซึ่งในการทดลองนี้สามารถคัด

แยกราไดทั้งสิ้น 52 สายพันธุ  

 จากนั้นราทั้ง 52 สายพันธุที่คัดแยกได ไดนํามาทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนสี

อาหาร (chromogenic substance) เพื่อหาสายพันธุราที่มีความสามารถเปลี่ยนสีทั้ง 3 ชนิด ไดแก 

guaiacol azureB และ phenol red ได เนื่องจากมีรายงายวิจัยวาราที่เปลี่ยนสี guaiacol มี

ความสัมพันธกับการผลิตเอนไซมแลคเคส (Xiao และคณะ, 2004) ราที่เปลี่ยนสี azureB มี

ความสัมพันธกับการผลิตเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส และราที่สามารถเปลี่ยนสี phenol red มี

ความสัมพันธกับการผลิตเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Koker และคณะ, 2000) ซึ่งถารา

สามารถที่จะเปลี่ยนสีไดทั้ง 3 ชนิดก็นาจะผลิตเอนไซมในกลุม ligninolytic นี้ไดครบ เนื่องจาก

เอนไซมเหลานี้เปนเอนไซมที่ราผลิตออกมานอกเซลล และไมคอยมีความจําเพาะเจาะจงกับ      

สับเสตรทสามารถยอยสลายสารพิษไดหลายชนิด (Thurston, 1994) ทําใหเอนไซมในกลุมนี้มี

ความเกี่ยวของและสําคัญตอการยอยสลายพีเอเอชดวย 
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 ผลการทดลองพบวาจากรา 52 สายพันธุนั้นมีเพียง 5 สายพันธุ ไดแก F8  F16  F18  F28 

และ F52 ที่สามารถเปลี่ยนสีไดทั้ง 3 ชนิด นอกจากนั้นไดนํารา T8 และ T20 จากดวงเดือน (2548) 

และ S5 จากสิริรัตน (2548) ที่ไดทดสอบแลววามีความสามารถในการเปลี่ยนสีได 3 ชนิดมารวม

ทดสอบการเจริญเติบโตเบื้องตนในอาหารแข็งที่มีการผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน และ 

ฟแนนทรีนซึ่งเปนตัวแทนของพีเอเอชมวลโมเลกุลขนาดเล็ก ฟลูออแรนธีน และไพรีนซึ่งเปนตัวแทน

ของพีเอเอชมวลโมเลกุลขนาดใหญ ชนิดละ 25 ppm โดยพีเอเอชทั้ง 4 ชนิดที่นํามาทดลองนี้พบวา

มีการปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมมาก จากผลการทดลองพบวาราทั้ง 8 สายพันธุนี้สามารถเจริญได

ในอาหารแข็ง MM ที่ผสมพีเอเอชซึ่งแสดงวาพีเอเอชที่เติมลงไปนั้นไมมีความเปนพิษตอราทั้ง 8 

สายพันธุดังกลาว 

 เมื่อทดสอบแลววาราทั้ง 8 สายพันธุสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารแข็งที่ผสมพีเอเอช 

ตอมาจึงนํามาทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบผสมในอาหารเหลว โดยอาหารที่ใชเปนอาหาร

ไนโตรเจนจํากัดที่มีการเติมกลูโคส 10 กรัมตอลิตร เนื่องจากมีงานวิจัยที่รายงานวาภาวะเหมาะสม

ที่เอนไซมในกลุม ligninolytic สามารถทํางานไดดีจะเกิดเมื่อราเจริญอยูในภาวะที่มีอาหารจํากัด 

เชน การขาดไนโตรเจน (Cerniglia และ Sutherland, 2001)  ผลการทดลองพบวามีรา 4 สายพันธุ

เทานั้นจากทั้งหมด 8 สายพันธุ ที่สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมไดและสรางสารมัธยันตรให

เห็นอยางเดนชัด รา 4 สายพันธุนี้ ไดแก สายพันธุ T8 (Phanerochaete sp.) T20 

(Phanerochaete sp.)  S5 (Lentinus sp.)  และ F18 (Curvularia affinis) จากนั้นเมื่อทดสอบ

การยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวโดยราเหลานี้พบวา T8 และ T20 สามารถยอยสลายพีเอเอช

ได 3 ชนิด คือ ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนแตไมสามารถยอยสลายไพรีนได ในขณะที่

ราสายพันธุ S5 สามารถยอยสลายพีเอเอชได 3 ชนิด คือ ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนแตไม

สามารถยอยสลายฟลูออแรนทรีนได สวน F18 ยอยสลายพีเอเอชไดเพียงชนิดเดียวคือฟลูออรีน 

โดยที่ T8 ยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได 72 95 และ 49.5 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ T20 ยอยสลายฟลูออรีน  ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได 83 87 และ 31 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ  S5 สามารถยอยสลายฟลูออรีน  ฟแนนทรีน และไพรีนได 60 86 และ 85 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ F18 ยอยสลายฟลูออรีนไดเพียงชนิดเดียวแตสามารถยอยสลายไดสูงถึง 90 เปอรเซ็นต  

จากผลการทดลองเหลานี้เปนที่นาสังเกตวาเมื่อทดลองยอยสารผสมของพีเอเอช 4 ชนิด ชนิดละ 

25 ppm ในอาหารเหลวนั้นราทุกชนิดสามารถยอยสลายพีเอเอชและผลิตสารมัธยันตรได

โดยเฉพาะอยางยิ่ง T8 ที่ยอยสลายสารตั้งตนไดจนหมดทุกชนิด (รูปที่ 4.5 (ก)) แตเมื่อนํามา

ทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวชนิดละ 100 ppm พบวาประสิทธิภาพการยอยสลาย

ไมดีเทากับเมื่อทดสอบในพีเอเอชแบบผสมหรือไมสามารถยอยสลายพเีอเอชบางชนิดได ทั้งนี้อาจ
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เกิดจากการทํางานเสริมกันของเมตาบอไลทของสารแตละชนิด และปริมาณพีเอเอชเริ่มตนของทั้ง 

2 การทดลองที่แตกตางกัน   รา T8  T20 และ S5 เปนราในกลุม ligninolytic ซึ่งจากผลการหายีน

และเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพีเอเอชโดยกิติวรรณ (2549) พบวาไดมีการทํางาน

รวมกันของเอนไซมในกลุม ligninolytic ทั้ง 3 ชนิด คือ ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีส          

เพอรออกซิเดส และแลคเคส แตในปริมาณที่แตกตางกันในขณะที่รา F18 จัดอยูในกลุม non-

ligninolytic และไมมีทั้งยีนและแอคติวิตีของลิกนินเพอรออกซิเดส (กิติวรรณ, 2549) จาก

คุณสมบัติเหลานี้จึงมีผลทําใหรา T8  T20 และ S5 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชได

ดีกวารา F18 

   และเนื่องจากปริมาณของสายใยราที่เติมลงไปอาจมีผลตอการลดลงของปริมาณพีเอเอช

จึงไดทดสอบแปรผันปริมาณสายใยราที่นึ่งฆาเชื้อแลวในปริมาณ 3 กรัม 6 กรัม และ 9 กรัม เติมลง

ในชุดการทดลอง 3 ชุด โดยราที่เลือกนํามาใชคือ T8 และ T20 เนื่องจากสามารถสลายพีเอเอชได

ถึง 3 ชนิดและเปนชนิดเดียวกัน สวนรา S5 เจริญเติบโตชาจึงไมไดเลือกมาทดสอบ ซึ่งผลการ

ทดลองพบวารา T8 เมื่อมีการเพิ่มปริมาณสายใยราจะพบวาปริมาณพีเอเอชมีแนวโนมที่ลดลงซึ่ง

อาจเปนไปไดวาพีเอเอชมีการดูดซับไดดีอยูกับสายใยรา T8 ซึ่งทําใหไมสามารถสกัดพีเอเอชออกมา

จากสายใยราไดอยางสมบูรณ แตในรา T20 ไมมีผลแตกตางอยางเดนชดั นอกจากนี้ยังเปนไปไดวา

ลักษณะ ชนิด และปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดของเสนใยราแตละชนิดที่แตกตางกันอาจสงผลตอ

การดูดซับและการสกัดพีเอเอชดังที่มีรายงานไวโดย Raghukumar และคณะ (2006) 

ขั้นตอมาเปนการหาชวงความเขมขนของพีเอเอชที่ราสามารถอยูรอดได ซึ่งพบวาราทัง้สอง

สายพันธุสามารถอยูรอดไดถึงพีเอเอชสูงสุดคือ 500 ppm และพบวาที่ความเขนขนตางๆ ในแตละ

พีเอเอชของรา T8 และ T20 มีการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน โดยที่รา T8 มีการเจริญในพีเอเอชชนิด

และความเขมขนตางๆ ไดดีกวารา T20   

 เมื่อนํารา T8 และ T20 มาวิเคราะหสารมัธยันตรเพื่อหาวิถีการยอยสลายของพีเอเอชซึ่งใน

ขั้นตนไดทดลองกับฟลูออรีนเนื่องจากเกิดสารมัธยันตรที่สามารถเห็นไดชัดเจนจากโครมาโตแกรม

ของ HPLC ดังรูปที่ 4.8 และ 4.13 โดยรา T8 ใชเวลาในการยอยสลายฟลูออรีนและสะสม    

สารมัธยันตรนานกวาคือประมาณ 24 วัน ในขณะที่รา T20 ใชเวลาแค 3 วันก็พบ peak ของสาร 

มัธยันตรที่เดนชัดและมีคา retention time ที่เทากันกับที่พบในรา T8 จึงไดเลือกรา T20 ไปเล้ียง

และเก็บสารมัธยันตรไปวิเคราะห ซึ่งจากผลของ TLC  HPLC  GC-MS และ 1H-NMR ใหผลที่

สนับสนุนกันวาสาร 9-ฟลูออรีนอลเปนสารมัธยันตรหนึ่งที่ไดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา 

T20 ซึ่งเปนสารที่พบในวิถีการยอยสลายของราในกลุม ligninolytic และ non-ligninolytic โดยสาร       
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มัธยันตร 9-ฟลูออรีนอลเปนสารมัธยันตรแรกที่พบอยูในวิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา 

(Cerniglia และ Sutherland, 2001) นอกจากนี้จากงานวิจัยของ Garon และคณะ (2000) ที่

ทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยราในคลาส Ascomycetes Basidiomycetes และ 

Deuteromycetes ทั้งหมดรวม 11 สายพันธุ ไดแก Aspergillus terreus  Bjerkandera adusta 

Ceriporiopsis subvermispora Colletotrichum dematiu Cryphonectria parasitica 

Cunninghamella blakesleeana C. echinulata Drechslera spicifera  Embellisia annulata 

Rhizoctonia solani และ Sporormiella australis พบสารมัธยันตร 2 ชนิด ชนิดแรกที่เกิดขึ้นคือ 

9-ฟลูออรีนอล และชนิดที่สองที่เกิดขึ้นคือ 9-ฟลูออรีโนน โดยสาร 9-ฟลูออรีนอล และ 9-       

ฟลูออรีโนนเปนสารมัธยันตรที่เกิดจากการ hydroxylated ของฟลูออรีนดังรูปที่ 2.7 และ 2.17 ทั้งนี้

มีรายงานวาสารทั้งสองชนิดมีความเปนพิษนอยกวาฟลูออรีนดวย (Garon และคณะ, 2000)  

 จากผลการทดลองพบวารา T20 (Phanerochaete sp.) มีประสิทธิภาพดีเนื่องจาก

สามารถบําบัดพีเอเอชไดหลายชนิดดังแสดงในรูปที่ 4.6 และจากการทดสอบสารมัธยันตรจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนก็พบวาสามารถสลายฟลูออรีนไดรวดเร็วโดยเพียงแค 3 วันก็พบสารมัธยันตรที่

เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนแลว และไมเกิดสารที่มีพิษมากขึ้นกวาสารตั้งตน นอกจากนี้เมื่อ

ผานไป 30 วัน รา T20 สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดเกือบทั้งหมด และใหสารมัธยันตรที่

นอกเหนือจาก 9-ฟลูออรีนอล เกิดขึ้นดวย ซึ่งคาดวานาจะเปน 9-ฟลูออรีโนน นอกจากนี้ในการ

ยอยสลายพีเอเอชแบบผสมยังเกิดสารมัธยันตรอีกหลายชนิดจึงตองมีการทดสอบตอไปวาสาร   

มัธยันตรเหลานี้คืออะไร และมีความเปนพิษตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมมากข้ึนหรือไมกอน

นําไปใชตอไป หากความเปนพิษของสารมัธยันตรลดลงกวาสารตั้งตนก็นาจะเหมาะสมที่จะ

นําไปใชในการบําบัดบริเวณที่ปนเปอนพีเอเอชหลายชนิดได ทั้งนี้ก็ยังตองมีการศึกษาสารมัธยันตร

ที่เกิดจากการยอยสลายพีเอเอชชนิดอื่นโดยรานี้ตอไปดวย  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 2% Malt extract agar (MEA) ตอลิตร 

มอลทสกัด (Malt extract) 20  กรัม 

วุนผง (Agar) 15  กรัม 

น้ํากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม benomyl กอนเทเพลท 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Minimal medium (MM) ตอลิตร 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.5  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 0.5  กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3 ) 0.1  กรัม 

วุนผง (Agar) 18  กรัม 

Trace element 200  มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

การเตรียม Trace element 

ละลาย Na2EDTA ปริมาณ 5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวปรับคาความ

เปนกรด-ดางเปน 7.0 หลังจากนั้นเติม FeCl3  ZnCl2  CuCl2  CoCl2.6H20  H3BO3  และ MnCl2 

ปริมาณ 0.5  0.05  0.01  0.01  0.01 และ 1.6 กรัมตามลําดับ และปรับปริมาตรรวมใหเปน 1000 

มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 20 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified glucose peptone yeast extract (mGPY) ตอลิตร 

กลูโคส (Glucose) 10  กรัม 

แบคโตเพปโตน (Bacto peptone) 3  กรัม 

ยีสตสกัด (Yeast extract) 2  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4. 7H2O)   0.5  กรัม 
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โซเดียมทารเทรต (Na-tartrate)   0.4  กรัม 

น้ํากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

4.  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด (N-limited medium) ตอลิตร (ความเขมขน 100 เทา) 

กลูโคส (Glucose) 10  กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3 ) 0.1  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4. 7H2O) 0.5  กรัม 

เฟอรริกซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (FeSO4.7H2O) 0.01  กรัม 

ซิงซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (ZnSO4.7H2O) 0.001  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 0.001  กรัม 

คอปเปอรซัลเฟตเฮกซะไฮเดรท (CuSO4.5H2O) 0.001  กรัม 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 108 

ภาคผนวก ข 

สารละลายและวิธีการเตรียม 

1. สตอคสารละลายมาตรฐานของพีเอเอชชนิดตางๆ 10,000 ppm 

 ชั่งพีเอเอช 500 มิลลิกรัมละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดจนผลึกพีเอเอชละลายหมด ปรับ

ปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู

กวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปรับความเขมขนเปน

ปริมาณที่ตองการกอนนําไปใช 

2. สารละลาย Extraction buffer 

Tris-HCl ความเปนกรด-ดาง 8.0 200  มิลลิโมลาร 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 250  มิลลิโมลาร 

EDTA ความเปนกรด-ดาง 8.0 25  มิลลิโมลาร 

SDS 5  เปอรเซ็นต 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เขากับสารละลาย โซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร สารละลาย EDTA เขมขน 

0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ใหเขากัน เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

3. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดาง 8.0 

Tris-HCl ความเปนกรด-ดาง 8.0 10  มิลลิโมลาร 

EDTA ความเปนกรด-ดาง 8.0   1  มิลลิโมลาร 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมน้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
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4. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 

Trismabase (C4H11NO3) 121.1 กรัม 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (HCl) 42 มิลลิลิตร 

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรด

ไฮโดรคลอริกเขมขนคนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยไฮโดรคลอริก

เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

5. สารละลาย โซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร 

ละลาย โซเดียมคลอไรด 2.9 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

6. สารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 

EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O) 186.1 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 20 กรัม 

ละลาย  EDTA ในน้ํ าปลอดประจุ ใหครบปริมาตร  800  มิลลิลิตร  จากนั้นเติมเกล็ด         

โซเดียมไฮดรอกไซด คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยไฮโดรคลอริก

เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

7. สารละลาย 10% SDS 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 

80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของรา 

1. ลําดับนิวคลีโอไทดบรเิวณ ITS ของราสายพนัธุ F18 

CCATTAGGCTCGTAGTGACCTGCGGAGGGATCATTACACAATAAACATATGAA
GGCTGCACCGCCAACAGGCGGCAAGGCTGGAGTATTTTATTACCCTTGTCTTT
TGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCTCCAGGACCACATGATA
AACCTTTTTTATGCAGTTGCAATCAGCGTCAGTACAACAAATGTAAATCATTT
ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
GTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTTGTCTTTGGTTTTGTCCA
AAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGCAGCGCAGCA
CATTTTTGCGCTTGCAATCAGCAAAAGAGGACGGCACTCCATCAAGACTCTAT
ATCACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAAA 

2. ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 

TTATAGCTTCGTAGTGACTGCGGAGGATCATTAACGAGTTAATTGAACGGGTT
GTTGCTGGTATCATTCTATCAAAGGGTGTTACATGTGCACGCCTGGCTCATCC
ACTCTTCAACCTCTGTGCACTTATTGTAGGCTGGTGGAAGGGTAAGCTTTCGG
GCTTACTTGGAAGCCTTCCTATGTTTTACTACAAACGCTTCAGTTTAAGAATG
TAATCTCTGCGTATAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCG
GGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATCCTCAACCTTCATAACTTTTGTT
ATCGAAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTGCTGGCTCTTCATTGAGTCGGCTCCT
CTGAAATATATTAGCGTGAGTGTAACGGATCGCTTCGGTGTGATAATTATCTG
CGCCGTGGTCGTGAAGTAACATAAGCTTGCGCTTCTAATCGTCCTTCAGTTGG
ACAATAACCTTTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTTAC
TGCCATTGAAGCGGAAAAACCCCAAATTTAAAATCTGGCCAGTCATTGGCTGA
CCCAGTTGATACTCTGGAAAAAAACCTTCCCTCCCTAGAGCCAGGCACAAAGC
TTTCCGCCCTCTTACAATCTCGATTACTAGCAAAAATCTCCTAA 
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3. ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 

AATAGTTCGTAGTGACCTGGGAGGATCATTATCGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTT
CCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTCAGG
AGCTTCGAAAGCGAGGAAGGGGCCTTCACGGGCTTTTTTCTTGCCTAGTTGTTACTGGGCCT
ACGTTTCACTACAAACACTTATAAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATA
CAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGG
TATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTAACGGGTTCTTAACGG
GACTTGCTTTAGGCTTGGACTTGGAGGTTCTTGTCGGCTTGCTTCAATGTCAACTCGGCTCC
TCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTGTGCGGATCGGCTCACGGTGTGATAATTGTCTACGCC
GCGACCGTTGAAGCGTTTTTATAGGCCAGCTTCTAGTCGTCTCTTTACGAGACAATAATCATC
GAACTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
AA 

4. ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 

AAGAGTGCATCAGAAGAGACATGCGGAAGGACATTAACGAGTAACTGAACAGG
TTGTAGCTGGCCTCTCGGGGCATGTGCACACCTGGCTCATCCACTCTTCAACC
TCTGTGCACTTATTGTAGGTCGGCAGAAGGGCGAGTCTAACAGCTCGCTCGGA
AGCCTTCCTATGTTTTATTACAAACGCTTCAGTTTAAGAATGTAAACCTGCGT
ATAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATGCCT
GTTTGAGTGTCATGGTATTCTCATCCTTCATAACTTTTGTTATCGAAGGCATG
GACTTGGAGGTCGTGCTGGTTCCTCGTTGAATCGGCTCCTCTTAAATGCATTA
GCGTGAGTGTAACGGATCGCTTCGGTGTGATAATTATCTGCGCCGTGGTCGTG
AAGTAACATAAGCTTGCGCTTCTAACCGTCCTTAAGTTGGACAACTTACTTTG
ACATCTGACCTCAAATCAGGCAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGGCGGAGGAA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวกนกพรรณ จักรเพชร เกิดเมื่อวันที่ 24 พฤษภาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดชลบุรี 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยมหิดล ในป 2546 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขา       

จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

ในปการศึกษา 2547 
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